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1.1 Salix: die Weide 
 
Die Familie der Salicaceae (Weidengewächse) fasst mehrere Gattungen zusammen, wobei 
die zwei wichtigsten Gattungen Salix und Populus sind [1]. Die Gattung Salix (Weide) bein-
haltet schätzungsweise 330 – 500 Arten, welche in diversen Wuchsformen von baum-, 
strauchartig bis kriechend vorkommen. In Europa sind circa 70 [2] und in Deutschland um die 
40 Weidenarten bekannt [3]. Es kommen nicht nur die reinen Arten, sondern auch Artbas-
tarde durch die Hybridisierungsneigung der Weiden und die Fertilität ihrer Hybride vor, wobei 
die Hybridisierungsneigung aufgrund der großen phänotypischen Unterschiede der Arten 
wohl überschätzt wird [2]. Bei der Weide handelt es sich um zweihäusige, also einge-
schlechtlich blühende Pflanzen, welche häufig vor, aber auch während des Blattaustriebs 
blühen. Die männlichen Blüten sind mit ihren langen Staubblättern gelb, die weiblichen Blü-
ten mit ihren Fruchtblättern grün gefärbt [4]. Der charakteristische Blütenstand wird als Kätz-
chen bezeichnet, bei denen es sich um Ähren handelt (s. Abb. 1.1). Die Weidenfrüchte sind 
Kapseln [5]. 
Viele Salix-Arten sind in dauer- bis wechselfeuchten Gebieten wie See- oder Flussufern zu 
finden (s. Abb. 1.1). Ihre Wuchsform variiert zwischen großen Bäumen (bis 25 m) wie bei 
Salix alba (Silberweide) oder bei Salix fragilis (Bruchweide), kleinen Bäumen wie bei Salix 
daphnoides (Reifweide), Großsträucher wie bei Salix purpurea (Purpurweide) und Zwerg-
sträucher wie bei Salix retusa (stumpfblättrige Weide). Neben der Wuchsform unterscheiden 
sie sich noch in der Blattbehaarung und Blattform, wobei diese lanzettlich, linealisch oder 
auch elliptisch (z.B. S. retusa), sein kann, dafür aber meist gezähnt [5,6]. Die zur Drogenge-







Abb. 1.1: Weiden im dauerfeuchtem Gebiet zwischen Schiffswracks am Sile (Fluss nahe Treviso, Italien) und männ- 
liche (♂) sowie weibliche (♀) Blütenstände zweier Weiden am Rhein (Höhe Düsseldorf-Benrath). 
 
 
1.2 Salicis cortex: die Weidenrinde 
 
 
1.2.1 Salicis cortex: von der historischen Verwendung der Weidenrinde zur Entwicklung von 
Aspirin® 
 
Die Weidenrinde (Salicis cortex) als Arzneidroge (getrocknetes, pflanzliches Arzneimittel) ist 
schon seit über 2000 Jahren bekannt. Zum einen verwendeten schon Ärzte und Persönlich-
keiten der Antike wie Hippokrates (460-370 v. Chr.), Plinius der Ältere (um 50 n Chr.) und 
Dioscorides (um 100 n. Chr.) die Weidenrinde als schmerzlinderndes, fiebersenkendes und 
entzündungshemmendes Arzneimittel [7]. Zum anderen wurde im Rahmen der Signaturen-
lehre im Mittelalter die Verwendung der Weidenrinde gegen Sumpffieber (Malaria) und steife 
Gelenke angepriesen, da die Weide häufig in sumpfigen Gebieten wächst und ihre Zweige 
recht flexibel sind [8].  
Der englische Pfarrer Edward Stone schrieb in einem Bericht 1763 über seine sechsjährige 
Erfahrung der erfolgreichen Behandlung verschiedener Fieberarten mit Weidenrinde [9]. Er 
erwähnte hier, dass er aufgrund des bitteren Geschmacks, welcher ihn an die zur Behand-
lung der Malaria verwendete Chinarinde erinnerte, und ihres Vorkommens in Sümpfen auf 
die Weidenrinde zur Behandlung unterschiedlicher Fieberarten aufmerksam wurde. Damit 









In dem folgenden Jahrhundert wurde Salicin als wirksamer Inhaltsstoff aus Weidenrinde zu-
nächst in unreiner Form von den Italienern Brugnatelli und Fontana Anfang der zwanziger 
Jahre des neunzehnten Jahrhunderts, in reiner Form 1828 von dem deutschen Apotheker 
Buchner und 1829 von dem französischen Apotheker Leroux in kristalliner Form isoliert [7], 
[9]. In einem Selbstversuch stellte Buchner nachfolgend die antipyretische Wirkung des Sali-
cins vor mit deutlicher Überlegenheit der Verträglichkeit gegenüber dem teuer importierten 
Chinin [10]. 1838 erfolgte durch Hydrolyse und Oxidation die Darstellung von Salicylsäure 
aus Salicin durch den italienischen Chemiker Piria. Salicylsäure war bereits als Spirsäure 
(synonym) schon drei Jahre zuvor aus Spiraeae ulmariae flos (Mädesüßblüten) über die Iso-
lierung von Salicylaldehyd durch den Schweizer Apotheker Pagenstecher und nachfolgende 
Oxidation durch den deutschen Chemiker Lowig dargestellt worden [7, 8].  
1876 veröffentlichte Stricker die erfolgreiche Behandlung der Polyarthritis rheumatica mit 
Salicylsäure [9] und MacLagan die erfolgreiche Behandlung des akuten Rheumatismus mit 
Salicin im Vergleich zu der vor allem seitens des Gastrointestinaltrakts schlechter verträgli-
chen Therapie mit Salicylsäure [11]. 1860 gelang Kolbe die Synthese der Salicylsäure in 
größeren Maßstäben [12]. Aufgrund der reizenden Wirkung der Salicylsäure im Magen-
Darm-Trakt wurde von der Firma Bayer eine Acetylierung der Salicylsäure angestrebt, die 
1879 durch den deutschen Chemiker Felix Hoffmann gelang. 1899 wurde Acetylsalicylsäure 
als Aspirin® („A“ als Abkürzung für acetyliert, „-spirin“ als Abwandlung für Spirsäure) erstmals 
in den Handel mit durchschlagendem Erfolg eingeführt und löste Salicylsäure und vorerst 
auch die Weidenrinde als schmerzstillendes, antirheumatisches und fiebersenkendes Mittel 
ab [9, 13]. 
 
 
1.2.2 Salicis cortex: aktuelle Indikationen und Monographien der Weidenrinde 
 
Ende der achtziger Jahre bis Anfang der neunziger Jahre des vergangenen Jahrhunderts 
stieg wieder das Interesse an Weidenrindenextrakt-Präparaten zur Behandlung von Schmer-
zen und rheumatischen Erkrankungen [14]. Dies begründete sich vor allem in der Verwen-
dung von nicht steroidalen Antirheumatika (NSAR oder NSAID für „non steroidal antiin-
flammatory drug“) bei der Dauertherapie chronisch entzündlicher (z.B. rheumatischer) Er-
krankungen und chronischer Schmerzen. Diese dauerhafte Anwendung von NSAR kann 
erhebliche Nebenwirkungen wie Magen- und Darmulcera bedeuten, woraus die Suche nach 
besser verträglichen Therapien resultierte [15].  
Indiziert ist die Weidenrinde für die Behandlung von Kreuzschmerzen, der milden Osteoar-
throse und rheumatischer Beschwerden laut aktueller ESCOP-Monographie (ESCOP = Eu-






rheumatischen Beschwerden und Kopfschmerzen laut der Monographie der Kommission E 
von 1984 [4]. In der Weidenrindenmonographie des HMPC (Committee on Herbal Medicinal 
Products) der europäischen Arzneimittelagentur EMA (European Medicinal Agency) wird die 
Anwendung eines mit Ethanol 70% ausgezogenen Weidenrindenextraktes mit einem DEV 
(Droge-Extrakt-Verhältnis) von 8-14:1 und einer täglichen Gesamtsalicingabe von 240 mg 
bei Kreuzschmerzen als gut etabliert beschrieben. Anders ausgezogene Extrakte und andere 
Indikationsgebiete wie Gelenksschmerzen, Fieber und Kopfschmerzen werden unter traditio-
neller Verwendung aufgeführt [17]. Die Monographie der WHO (World Health Organisation) 
gibt ebenfalls die Anwendung bei Fieber, Schmerz, rheumatischen Beschwerden und auch 
bei Erkältungskrankheiten an [18]. Das Indikationsgebiet erstreckt sich demnach allgemein 
auf entzündliche Erkrankungen, Schmerzen und Fieber. Die ältere Monographie der Kom-
mission E empfiehlt hierbei eine Tagesdosierung des Weidenrindenextraktes, welche einer 
Tagesdosis von 60 mg bis 120 mg Salicin entspricht. Hingegen gibt die ESCOP-
Monographie eine Tagesdosierung von 120-240 mg Gesamtsalicin an. Die aktuelle HMPC-
Monographie schließt sich der höheren Dosierung an.  
Die Qualität der Droge Weidenrinde wird von der Monographie „Weidenrinde“ im Europä-
ischen Arzneibuch 6.1 vorgegeben [19]. Sie wird als „die ganze oder zerkleinerte, getrockne-
te Rinde junger Zweige oder die ganzen, getrockneten Stücke junger Zweige“ beschrieben. 
Zur Drogengewinnung werden in der Monographie die möglichen Stammpflanzen Salix pur-
purea, Salix daphnoides und Salix fragilis (s. 1.1) genannt. Jede andere Art der Gattung Sa-
lix darf ebenso zur Drogengewinnung verwendet werden, insofern die erhaltene Droge einen 
Mindestgehalt an Gesamtsalicin von 1,5% aufweist. Des Weiteren ist im Europäischen Arz-
neibuch eine Monographie zum Weidenrindentrockenextrakt enthalten, welcher die Mindest-
anforderung von 5% Gesamtsalicin enthält und Wasser oder Ethanol-Wasser-Mischungen 
mit einem maximalen Ethanolanteil von 80% (V/V) als Extraktionsmittel vorschreibt. 
 
 
1.2.3 Salicis cortex: Inhaltsstoffe der Weidenrinde 
 
Grundsätzlich werden die Inhaltsstoffe der Weidenrinde in die drei Stoffgruppen der Phenol-
glykoside, der Flavonoide und der Gerbstoffe unterschieden. Dabei variieren die Inhalt-










Die Klasse der Phenolglykoside ist die bisher wichtigste und die am besten untersuchte 
Stoffgruppe der Gattung Salix. Wie schon in 1.2.1 erläutert, ist das Phenolglycosid Salicin 
der wohl populärste Inhaltsstoff der Weidenrinde. Allerdings ist Salicin in der Weidenrinde 
nur in relativ geringen Mengen vorhanden, seine Esterverbindungen, vor allem das Salicor-
tin, kommen weitaus häufiger vor [21]. Thieme berichtete 1964 zuerst von der Isolierung des 
Salicortins aus der Purpurweide [22] und vermutete zunächst, dass es sich um ein Derivat 
des Salicoylsalicins handelte [23]. Die Strukturen von Salicortin und Tremulacin wurden 1971 
von Pearl und Darling aufgeklärt [24], wobei bis heute die Konfiguration des chiralen Zent-
rums in der 1-Hydroxy-6-oxo-2-cyclohexencarbonsäureester-Partialstruktur (s. Tab. 1.2.3.1) 
nicht geklärt ist. 
Salicortin ist in Salicis purpureae cortex bis zu 9%, in Salicis daphnoides cortex zwischen 3 -
11% und in Salicis fragilis cortex bis zu 1,5% enthalten. Bei der Pupurweidenrinden und der 
Reifweidenrinde stellt Salicortin damit das Hauptphenolglykosid dar, bei der Bruchweidenrin-
de ist dies jedoch 2'-O-Acetylsalicortin (bis 8%). Tremulacin ist bei den Rinden der drei vor-
her genannten Weidenarten maximal zu 1,5%, Salicin unter 1% enthalten. Die für die Dro-
gengewinnung aufgrund des geringen Gesamtsalicingehalts nicht geeignete Silberweide 
enthält des Weiteren bemerkenswert viel 2'-O-Acetylsalicin. [5, 25]. 
Freischmidt et al. [26] isolierten außerdem mit Cumarsäure veresterte Salicinderivate aus 
einem Purpurweidenrindenextrakt, das Trichocarposid (an 6'-Position der Glucose verestert) 











Andere Phenolglycoside wie Syringin und Purpurein, die keine Derivate des Salicins sind, 
wurden in der Purpurweidenrinde, Syringin außerdem noch in der Bruchweidenrinde und 
Salireposid in der Reifweidenrinde gefunden. Alle Phenolglykoside sind β-D-verknüpft. [5, 21, 
25]. 
 







Biosynthetisch ist für die Salicylalkoholderivate (Derivate des Salicins) gezeigt worden, dass 
sowohl der Salicylalkohol-Teil, als auch der 1-Hydroxy-6-oxo-2-cyclohexencarbonsäure-Teil 
von Salicortin, Tremulacin oder Acetylsalicortin aus dem Shikimisäureweg stammt und es 
sich somit um verkürzte Phenylpropane handelt [27].  
Julkunen-Tiitto und Meier [28] sowie Ruuhola et al. [29] führten intensive Studien zur Stabili-
tät der Salicylalkoholderivate, insbesondere bezüglich der 1-Hydroxy-6-oxo-2-
cyclohexencarbonsäureester-Partialstruktur durch. Salicin wird demnach durch β-
Glucosidasen in Salicylalkohol (= Saligenin) und Glucose gespalten. Die 1-Hydroxy-6-oxo-2-
cyclohexencarbonsäureester-Partialstruktur wird durch tierische Leberesterasen, durch Blatt-
enzyme, aber auch bei leicht alkalischem pH-Wert in der Abwesenheit von Enzymen zu-
nächst zum 1-Hydroxy-6-oxo-2-cyclohexencarboxylat-Anion hydrolysiert. Durch eine Decar-
boxylierung zu 2-Hydroxy-3-cyclohexenon und eine nachfolgende Oxidation und Tautomeri-
sierung wird dieser Teil letztendlich zu Catechol abgebaut. Da die Stabilität der Salicylalko-
holderivate im Folgenden auch Thema dieser Arbeit sein wird, ist ein Schema dieses Abbaus 
in Kapitel 3 unter 3.1 zu finden.  
In der Pflanzenphysiologie spielt der Abbau der Salicylalkoholderivate zu Saligenin und Ca-
techol eine wichtige Rolle, da sie als Fraßschutzmittel gegenüber Insekten dienen. Es wurde 
beobachtet, dass die Larven von Fraßfeinden bei besonders Salicylalkohol-reichen Weiden 
langsamer wachsen als bei Salicylalkohol-armen. Dies wird unter anderem den Effekten der 





Verschiedenste Flavonoide wurden aus unterschiedlichen Pflanzenorganen der Gattung Sa-
lix isoliert, wobei in den Weidenrinden vor allem die Flavanone vom Typ der Naringeninglu-
coside und das Chalkonderivat Isosalipurposid zu finden sind.  
Isosalipurposid ist in der Reifweidenrinde von 0,2% bis 1,5% und in der Purpurweidenrinde 
von 0,2% bis 2,2% enthalten. Die Reifweidenrinde enthält zwischen 0,3% und 1,0%, die Pur-
purweidenrinde um 0,6% das Diastereomerengemisch (+)/(-)-Naringenin-5-O-β-glucosid (Sa-
lipurposid). Naringenin-7-O-β-glucosid (Prunin) ist in der Reifweidenrinde zwischen 0,3% und 
1,5%, in der Purpurweidenrinde zwischen 0,4% und 1,5% zu finden. Eriodictyol-7-O-β-
glucosid wurde in Salicis purpureae cortex in relativ kleinen Mengen zwischen 0,2% bis 0,4% 













Freischmidt [32]  isolierte zudem zahlreiche weitere Verbindungen aus einem Purpurweiden-
rindenextrakt. Hier wurden mit Cumarsäure an 6''-Position der Glucosepartialstruktur 
veresterte Verbindungen des Naringenin-5-O-β-glucosids und des Isosalipurposids als In-
haltsstoffe von Salicis purpureae cortex gezeigt. Außerdem wurden das Flavanonolderivat 
Dihydrokämpferol-7-O-β-glucosid sowie die Aglyka Dihydrokämpferol und Taxifolin aus dem 
Extrakt isoliert.  
Auch Flavanolverbindungen wie das Catechin und seine Derivate sind aus Weidenrinden 
isoliert worden. In Salicis daphnoides cortex wurde ein Catechingehalt von 0,5%, in Salicis 
purpureae cortex von 1% nachgewiesen [5]. Catechin, Epicatechin, Gallocatechin sowie Ca-
techin-3-O-(1-hydroxy-6-oxo-2-cyclohexencarbonsäure)-ester mit seiner strukturellen Ver-
wandtschaft zu Salicortin sind als Inhaltsstoffe eines Purpurweidenrindenextraktes identifi-
ziert worden [33]. 
 
 
1.2.3.3 Gerbstoffe und weitere Inhaltsstoffe 
 
Zu der Stoffklasse der Polyphenole gehörend, sind in den Rinden der verschiedenen Wei-
denarten neben den Flavonoiden auch die Catechingerbstoffe enthalten. Hierbei handelt es 
sich um oligomere und polymere Proanthocyanidine, welche sich aus Catechin-, bzw. Epica-
techin-Monomeren und deren Enantiomeren zusammensetzen. Sie sind in Konzentrationen 
von 3% bis 20% in den Rinden enthalten [5]. 
Aus dieser Stoffgruppe sind beispielsweise die Proanthocyanidine B1 (Epicatechin-(4β→8)-
catechin) und B3 (Catechin-(4α→8)-catechin) sowie trimere Proanthocyanidine wie Epicate-
chin-(4β→8)-catechin-(4α→8)-catechin und Epicatechin-(4β→8)-epicatechin-(4β→8)-
catechin aus Purpurweidenrinde isoliert worden [33]. 
Des Weiteren wurde von Isolierungen einfacher phenolischer Moleküle aus Weidenrinde, 
unter anderem aus der Purpurweidenrinde berichtet [26, 34]. Es wurde dabei von verschie-
denen Zimtsäurederivaten wie trans-p-Cumarsäure, aber auch von p-Hydroxybenzoesäure 
und Catechol (Synonyme: Pyrocatechol, Brenzcatechin) als Inhaltsstoffe der Weidenrinde 
berichtet. Sicherlich handelt es sich hierbei nicht um genuin in der Weidenrinde vorkommen-
de Verbindungen, sondern vielmehr um Hydrolyse- und folgende Abbauprodukte verschie-
dener Salicylalkohol- und Flavonoidderivate (s. 1.2.3.1 und 1.2.3.2). Die teilweise recht dras-
tisch gewählten Extraktherstellungen (60°C in Methanol bei [34]), welche den Isolierungen 
vorangehen, ermöglichen vermutlich diesen Abbau. In Kapitel 2 unter 2.2.5.3 und in Kapitel 3 
wird insbesondere auf die Labilität von Verbindungen mit einer 1-Hydroxy-6-oxo-2-






Demnach sind je nach Extraktherstellung in der Weidenrinde unterschiedliche Strukturen zu 
finden. Eine besonders milde Extraktion gibt am ehesten die genuinen Inhaltsstoffe in der 
Rinde wieder.  
 
 
1.3 Studien zu Wirkungen der Weidenrinde 
 
 
1.3.1 In vivo Studien (Tiermodelle) 
 
1978 wurde eine der ersten dokumentierten pharmakologischen Untersuchungen eines Wei-
denrindenextraktes an Wistar-Ratten durchgeführt. Der Extrakt zeigte entzündungshemmen-
de Wirkungen im Adjuvans-induzierten Arthritis-Modell, bei der hitzeinduzierten Entzündung, 
beim Dextran- und Carrageen-induzierten Rattenpfotenödem, wobei im letzteren die stärkste 
Wirkung beobachtet wurde. Es wurde außerdem ein antipyretischer Effekt, nicht aber ein 
Einfluss auf die Schmerzempfindung gegenüber Elektroreizen beobachtet (in [14]).  
Glinko stellte eine analgetische Wirkung im „Hot-Plate-Test“ mit Mäusen, bei Wistar-Ratten 
einen antipyretischen Effekt bei hefeinduziertem Fieber und im Carrageen-induzierten Rat-
tenpfotenödemtest eine entzündungshemmende Wirkung eines standardisierten Weidenrin-
denextraktes vor [35]. Es wurde hierbei eine vergleichbare oder sogar überlegene Wirkung 
des Weidenrindenextraktes im Vergleich zu hohen Dosen Acetylsalicylsäure festgestellt.  
Khayyal et al. [36] untersuchten mögliche Mechanismen der entzündungshemmenden Ei-
genschaften eines wässrigen Weidenrindenextraktes in der Carrageen-induzierten Entzün-
dung im „Six-day old air pouch model“ (Modell der akuten Entzündung, vgl. Kapitel 6) sowie 
im „adjuvant induced arthritis model“ (Modell der chronischen Entzündung). Auch hier zeigte 
der Extrakt eine mindestens genauso starke Hemmung aller Entzündungsparameter wie die 
gleiche Dosis Acetylsalicylsäure (in mg/kg KG), bei den Markern des oxidativen Stresses 
durchweg Überlegenheit. Quantifiziert wurde das Exsudatvolumen, die Leukozyteninfiltration, 
Zytokinexpressionen (IL-1β, TNF-α, IL-6, vgl. Kapitel 6) im Serum, Prostaglandin E2 (PGE2) 
sowie Leukotrien B4 (LTB4) im Exsudat und die Marker des oxidativen Stresses wie GSH und 
MDA (vgl. Kapitel 6) im Blut der Tiere. Des Weiteren wurde die Aktivität der Cylcooxygenase-
1 und -2 (COX-1 und COX-2) durch den Weidenrindenextrakt im gleichen, im Fall von COX-2 
sogar im größeren Ausmaß als durch Acetylsalicylsäure gehemmt.  
In dem Entzündungsmodell des Carrageen-induzierten Rattenpfotenödems zeigte dieser 






gleicher mg/kg Dosierung, wobei die Polyphenolfraktion sowie die Salicinfraktion des Extrak-
tes hieran beteiligt zu sein schien (in [37]).  
Der gleiche wässrige Extrakt wurde in einer aktuellen Studie ebenfalls in Ratten auf seine 
antidepressive Wirksamkeit getestet. Interessanterweise zeigte der Extrakt und seine Sali-
cinderivat-angereicherte Fraktion nach zweiwöchiger täglicher Einnahme eine stärkere anti-
depressive Wirkung als die antidepressive Vergleichsmedikation Imipramin im „Forced 
Swimming Test“. Dies wird auf den Zusammenhang von entzündlichen Geschehen mit de-
pressiven Erkrankungen zurückgeführt. [38]. 
In verschiedenen Tiermodellen wurden vor allem die antiinflammatorischen Wirkungen des 
Weidenrindenextraktes untersucht und bestätigt. Weniger intensiv wurde die schmerzlin-
dernde Wirkung und der fiebersenkende Effekt untersucht.  
 
 
1.3.2 Klinische Studien 
 
Es wurden klinische Studien zur Wirksamkeit verschiedener Weidenrindenextrakte bei der 
Schmerzlinderung von Kreuzschmerzen sowie in der Schmerzbehandlung bei rheumati-
schen Erkrankungen wie der Osteoarthrose und der rheumatoiden Arthritis durchgeführt.  
 
Der Kreuzschmerz wird definiert als Schmerz zwischen der unterster Rippe und dem Gesäß 
[39]. Chrubasik et al. führten im Jahr 2000 eine placebokontrollierte Studie mit zwei ver-
schiedenen Dosierungen (120 mg und 240 mg Gesamtsalicin) eines 70% ethanolischen 
Weidenrindenextraktes bei Patienten (70 Patienten je Gruppe) mit chronischen Kreuz-
schmerzen durch. Es wurde ein dosisabhängiger analgetischer Effekt des Weidenrindenex-
traktes mit Überlegenheit der höheren Dosierung nach vierwöchiger Therapie beobachtet. 
Des Weiteren wurde in der Placebogruppe signifikant häufiger die Notfallmedikation (Tra-
madol) benötigt [40]. Im Folgejahr wurde ebenfalls von Chrubasik et al. eine offene, rando-
misierte und verumkontrollierte Studie bei Kreuzschmerz-Patienten mit dem gleichen Wei-
denrindenextrakt veröffentlicht. Es zeigte sich mit 114 Patienten je Gruppe, dass die Anwen-
dung eines Weidenrindextraktes mit 240 mg Gesamtsalicin am Tag genauso effektiv war wie 
die täglich empfohlene Dosis von 12,5 mg des COX-2-Inhibitors Rofecoxib. Dieses Ergebnis 
ist recht beeindruckend, allerdings ist durch die Offenheit der Studie und dem daraus resul-
tierenden Bewusstsein von Arzt und Patient über die Art der Medikation, die Objektivität zu 
der Beurteilung der Beeinflussung der Schmerzstärke in Frage zu stellen. Chrubasik et al. 
[41] führten mit dem gleichen Weidenrindenextrakt noch eine weitere offene, nicht randomi-
sierte Studie bei Patienten mit chronischen Rückenschmerzen durch. Das Ergebnis dieser 






mg Gesamtsalicin am Tag zu mehr schmerzfreien Patienten führte als die gleich lange Gabe 
eines Weidenrindenextraktes mit 120 mg Gesamtsalicin/Tag oder auch die konventionelle 
Behandlung. Das Studiendesign war allerdings für eine objektive Beurteilung nicht ausrei-
chend.  
In einer weiteren Studie untersuchten Krivoy et al [42] die Beeinflussung der Thrombozy-
tenaggregation bei Patienten mit Kreuzschmerzen durch Weidenrindenextrakt-Gabe. Die 
Patienten bekamen entweder einen 70% ethanolischen Weidenrindenextrakt entsprechend 
240 mg Gesamtsalicin am Tag oder Placebo. Eine weitere Patientengruppe mit ischämischer 
Herzerkrankung bekam 100 mg ASS am Tag. Die Thrombozytenaggregation wurde durch 
ASS deutlich beeinflusst, durch Weidenrindenextrakt-Einnahme lediglich geringfügig. Die 
Patienten der Placebogruppe griffen signifikant häufiger zu der Notfallmedikation (Tramadol), 
was auf eine Wirkung des Weidenrindenextraktes im Vergleich zu Placebo rückschließen 
lässt.  
 
Zur analgetischen Wirksamkeit bei Osteoarthrosen im Knie (Gon) und in der Hüfte (Cox) gibt 
es unterschiedliche Ergebnisse. Schmidt et al. [43, 44] belegten die analgetische Wirksam-
keit eines Weidenrindenextraktes mit der täglichen Dosierung von 240 mg Gesamtsalicin bei 
Patienten in dieser Indikation. Diese doppelblinde, randomisierte, placebokontrollierte Studie 
mit je 39 Patienten pro Gruppe wurde über zwei Wochen durchgeführt. Keine klinische Wirk-
samkeit der Weidenrinde (70% ethanolischer Extrakt, 240 mg Gesamtsalicin/Tag) in der Be-
handlung der zum rheumatischen Formenkreis gehörenden Cox- und Gonarthrosen konnten 
Biegert et al. [45, 46] mit 43 Patienten je Gruppe in einer randomisierten, verum- und place-
bokontrollierten Studie nach 6 Wochen Therapie feststellen. Demgegenüber stellten Beer 
und Wegener [47] in einer klinischen Studie mit Cox- und Gonarthrosepatienten sehr wohl 
eine klinische Wirksamkeit eines Weidenrindenextraktes fest. 83 Patienten wurden mit einem 
70% ethanolischen Weidenrindenextrakt (entsprechend 240 mg Gesamtsalicin) und 41 Pati-
enten mit einer Standardtherapie mit nichtsteroidalen Antirheumatika behandelt. Diese offe-
ne, multizentrische Studie kommt zu dem Ergebnis, dass nach einer sechswöchigen Anwen-
dung die Therapie mit dem Weidenrindenextrakt mindestens genauso effektiv ist wie die 
Standardtherapie. Die Autoren kommen zu dem Schluss, dass in ihrer Studie der WRE des-
wegen im Gegensatz zu Biegert et al. Wirksamkeit zeigt, da hier Patienten mit milderen For-
men der Cox- und Gonarthrosen eingeschlossen wurden. Eine weitere Studie zur Therapie 
der Cox- und Gonarthrosen verwendete im Gegensatz zu den vorher wässrig-alkoholisch 
ausgezogenen Extrakten einen rein wässrigen Weidenrindenextrakt. In dieser randomisier-
ten, doppelblinden und verumkontrollierten Studie wurde eine vergleichbare analgetische 






cin/Tag) gegenüber Diclofenac (150 mg/Tag) festgestellt. Die Patientenkollektive von 17 bis 
22 Personen waren verhältnismäßig klein [15].  
 
Wagner [46, 48] konnte in einer Studie mit rheumatoider Arthritis-Patienten keine klinisch 
relevante Schmerzverminderung durch einen 70% ethanolischen Weidenrindenextrakt (240 
mg Gesamtsalicin/Tag) gegenüber Placebo (13 Patienten je Gruppe) nach sechswöchiger 
Therapie feststellen.  
 
Zusammenfassend ist festzuhalten, dass die Weidenrinde als ethanolischer Extrakt bei der 
Schmerzbehandlung von Kreuzschmerzen gute Wirksamkeit in der täglichen Dosierung von 
240 mg Gesamtsalicin, auch im Vergleich zur konventionellen Schmerztherapie mit nichtste-
roidalen Analgetika, bzw. Antirheumatika zeigt. In der Schmerzbehandlung der teilweise ent-
zündlichen Erkrankungen der Gon- und Cox-Arthrosen wurden widersprüchliche Ergebnisse 
erhalten. Die Behandlung der chronisch entzündlichen Erkrankung der rheumatoiden Arthritis 
mit einem ethanolischen Weidenrindenextrakt zeigte keine schmerzlindernde Wirkung der 
Weidenrinde, allerdings war hier die Probandenzahl auch sehr klein und der Behandlungs-
zeitraum kurz gewählt. Es gibt Anzeichen einer klinischen Wirksamkeit von Weidenrindenex-
trakt-Präparaten im Einsatz bei rheumatischen Erkrankungen. In diesem Indikationsgebiet 
wird ihr Einsatz laut aktueller Monographien (s. 1.2.2) empfohlen. Studien mit mehr Stu-
dienteilnehmer und einem größeren Zeitraum müssten vor allem im Bereich der rheumatoi-
den Arthritis noch durchgeführt werden (Übersichtsarbeiten s. [49, 50]).  
 
 
1.4 Verträglichkeit der Weidenrinde und toxikologische Untersuchungen 
 
Bei allen der in 1.3.2 genannten klinischen Studien wurden bei Einnahme eines Weidenrin-
denextraktes bis täglich 240 mg Gesamtsalicin keine schwerwiegenden unerwünschten Re-
aktionen beobachtet. Das Arzneimittel zeichnet sich durch eine allgemein gute Verträglich-
keit aus. Beobachtet wurden am häufigsten Magenbeschwerden und allergische Hautreakti-
onen von geringer Intensität. Die Häufigkeit der unerwünschten Wirkungen war in der Ver-
umgruppe meist so hoch wie in den Placebogruppen (z.B.: [44]). 
Laut aktueller Monographien sind Weidenrindenextraktpräparate bei Kindern unter 12 Jahren 
kontraindiziert, da durch strukturelle Verwandtschaft von Salicin zur Acetylsalicylsäure (ASS) 
ein Zusammenhang zu dem mit ASS in Verbindung gebrachten Reye-Syndrom bestehen 
könnte. Kontraindikation besteht außerdem bei Überempfindlichkeit gegenüber Salicylaten 
sowie anderer NSAIDs, im letzten Schwangerschaftstrimester aufgrund einer möglichen We-







Glinko [35] untersuchte die Auswirkungen verschiedener Dosierungen eines Weidenrinden-
extraktes im Vergleich zu Acetylsalicylsäure auf die Magenschleimhaut bei der oralen Gabe 
in Mäusen. Der Weidenrindenextrakt zeigte keine bis in Einzelfällen bei besonders hoher 
Dosierung lediglich leicht reizende Effekte auf die Magenschleimhaut. Im Vergleich bewirkte 
die antiinflammatorisch äquipotente Dosierung von ASS Mageschleimhautulcerationen in 
den Mäusen. Bei gleicher entzündungshemmender Wirkung hat die Weidenrinde also deut-
lich weniger Nebenwirkungen. Es wurde in derselben Studie auch versucht, im Rahmen der 
akuten Toxizität die LD50 (Dosis, bei der 50% der Tiere sterben) des Weidenrindenextraktes 
zu bestimmen. Dies gelang nicht, da auch bei zweihundertfach höherer Dosierung als in den 
pharmakologischen Modellen sich keine letale Wirkung einstellte.  
Das in der Weidenrinde vorkommende Salicin verursacht bei isolierter Gabe keine Läsionen 
der Magenschleimhaut in Ratten, auch nicht in höheren Dosierungen; Natriumsalicylat und 
Saligenin in Dosisabhängigkeit hingegen schon [51]. 
Langfristige Verträglichkeitsstudien und toxikologische Untersuchungen über einen Zeitraum 




1.5 Pharmakokinetische Studien der Weidenrinde und ihrer Inhaltsstoffe 
 
Pentz et al. untersuchten 1989 die Bioverfügbarkeit von Salicylsäure aus einem Weidenrin-
den-Colasamen-Kombinationspräparat in einer Probandenstudie [52]. Die Maximalkonzen-
tration von Salicylsäure im Plasma stellte sich nach zwei bis drei Stunden ein, eine Halb-
wertszeit von 2,5 Stunden wurde bestimmt. Die Bioverfügbarkeit der Salicylsäure aus dem 
Weidenrindenextrakt entsprach nur etwa 5% der Bioverfügbarkeit von Salicylsäure aus Ace-
tylsalicylsäure [52]. 
Eine wesentlich umfassendere pharmakokinetische Probandenstudie zum Salicin und seinen 
Derivaten nach Einnahme eines standardisierten Weidenrindenextraktes entsprechend 240 
mg Gesamtsalicin führten Schmid et al. [53] durch. Salicylsäure wurde als Hauptmetabolit im 
Serum identifiziert (86% der Gesamtsalicylatmetabolite). Salicylursäure und Gentisinsäure 
kamen nur in sehr kleinen Mengen vor. Die Halbwertszeit wurde für Salicylsäure mit 2,45 
Stunden bestimmt. Im Urin wurde Salicylursäure als Hauptmetabolit (71%) neben Salicylsäu-
re (15%) und Gentisinsäure (14%) identifiziert (Übersicht s. Abb. 1.5). Freies Salicin oder 
Saligenin kamen weder im Serum noch im Urin vor. Aus der im Serum gefundenen Menge 
an Salicylaten wurde bestimmt, dass diese jener Menge entsprach, welche nach Einnahme 






ASS haben allerdings keine analgetische Wirkung, der eingesetzte Weidenrindenextrakt in 
der Dosierung jedoch schon. Dies ist der Grund für neuere Bemühungen, andere Wirkprinzi-
pien der Droge aufzufinden, da die Menge der aus Salicylalkoholderivaten entstehenden 
Salicylsäure das Ausmaß der Wirksamkeit der Weidenrinde (s. 1.3.2) nicht erklären kann.  
 
Abb. 1.5: Metabolismus des Salicins und seinen Esterverbindungen nach Schmidt et al. [53]. 
Eine der ersten pharmakokinetischen Studien mit reinem Salicin führten Steinegger und Hö-
vel 1971 durch [54]. Im Selbstversuch stellten die Autoren nach Einnahme von Salicin quali-
tativ die Metabolite Salicylsäure, Salicylursäure, Gentisinsäure und Saligenin in sauer aus-
geschütteltem Harn fest. Im Blut wurde Salicylsäure als einziger Metabolit detektiert. Sie un-
tersuchten den Metabolismus und stellten fest, dass Salicin weder durch Speichel noch 
durch künstlichen Magensaft oder durch Leber- und Blutenzyme in Saligenin (Salicinaglykon) 
und Glucose gespalten wird. Nach oraler Saligeningabe wurden ähnliche Metabolite wie 
nach Salicingabe festgestellt. Die Autoren schlussfolgerten, dass Salicin im Darm gespalten 






Im Tier wurde die Metabolisierung und Pharmakokinetik von Salicin, Saligenin und Natri-
umsalicylat 2002 genauer untersucht. Bei der peroralen Applikation in Wistar-Ratten der drei 
Substanzen war jeweils Salicylsäure als alleiniger Metabolit im Plasma der Tiere gefunden 
worden, wobei bei Saligenin- und Natriumsalicylat-Gabe Salicylsäure deutlich schneller im 
But anflutete. Freies Salicin oder Saligenin wurde auch hier nicht im Plasma entdeckt. In Rat-
ten ohne Darmflora wurde unhydrolysiertes Salicin wieder im Caekum ausgeschieden. Dies 
bestätigte die vorher getroffenen Vermutungen, dass die β-Glucosidasen der Darmbakterien 
maßgeblich an der hydrolytischen Spaltung des Salicins in Saligenin und Glucose beteiligt 
sind. Abb. 1.5 gibt den Metabolismus von Salicin und seinen Esterverbindungen wieder. 
 
 
1.6 Studien zum Wirkmechanismus der Weidenrinde in vitro 
 
Im Gegensatz zur irreversiblen Hemmung der Cyclooxygenasen (COX) durch Acetylsalicyl-
säure (ASS) ist Salicylsäure als mutmaßlich aktiver Metabolit des Salicins und seiner Deri-
vate nur ein schwacher, kompetitiv-reversibler Inhibitor der COX. Salicylsäure hat daher eine 
nur sehr geringe Auswirkung auf die Thrombozytenaggregation. Trotz seiner schwachen 
Hemmung der COX ist Salicylsäure antientzündlich und analgetisch wirksam. Deswegen 
wurden andere Wirkmechanismen der Salicylsäure in vitro untersucht. Es wurden hierbei die 
Hemmung von Mitogen aktivierten Proteinkinasen (MAPK), von Kernfaktoren wie AP-1 (Akti-
vatorprotein 1) und NF-κB (über die Hemmung der Degradation von IκB) sowie die Förde-
rung der Adenosin-Freisetzung beobachtet [55]. Des Weiteren wurde in Endothelzellen die 
Reduktion der IL-4 vermittelten P-Selektin-Sekretion durch Induktion der Haemoxygenase-1 
durch Natriumsalicylat beobachtet [56]. Es gibt für Salicylsäure folglich verschiedene Ansät-
ze zur Erklärung ihrer Wirksamkeit, wobei hierüber noch kein Konsens besteht.  
Wie in 1.5 beschrieben ist die im Blut detektierte Salicylsäuremenge nach Einnahme wirk-
samer Dosen eines Weidenrindenextraktes zu gering, um Salicylsäure als einzig wirksames 
Prinzip der Weidenrinde festzulegen. Daher wurden in den letzten Jahren verschiedene in 
vitro Untersuchungen durchgeführt, um den Einfluss der anderen Inhaltsstoffgruppen zu un-
tersuchen: 
Die Effekte eines Weidenrindenextraktes (Ethanol 70% als Auszugsmittel) auf die LPS- (Li-
popolysaccharid) induzierte Freisetzung proinflammatorischer Zytokine (siehe genauer in 
Kapitel 6 unter 6.1.3) wie TNF-α, IL-6 und IL-1β sowie von PGE2 (pyrogenes, schmerzför-
derndes und proinflammatorisches Prostaglandin E2) wurden in primären, humanen Monozy-
ten getestet [57]. Der Extrakt reduzierte dosisabhängig die LPS-induzierte Freisetzung von 
TNF-α, IL-6 und IL-1β. Ebenso wurde die COX-2-vermittelte Freisetzung von PGE2 durch 






Salicin und Salicylate beeinflussten alle getesteten Parameter nicht. Die Aktivität des Wei-
denrindenextraktes auf die Reduktion entzündungsfördernde Parameter in dieser Studie war 
demnach nicht auf Salicin und seinen aktiven Metaboliten Salicylsäure, sondern auf andere 
Inhaltsstoffgruppen zurückzuführen. Zu ähnlichen Ergebnissen kamen Bonaterra et al. [58]. 
Hier wurde gezeigt, dass ein wässrig ausgezogener Weidenrindenextrakt und seine wasser-
lösliche Fraktion (Proanthocyanidin-angereicherte Fraktion) gegenüber anderen Fraktionen 
stärker hemmend auf die NO-Freisetzung, die intrazelluläre Proteinexpression von TNF-α 
sowie auf die mRNA-Expression von TNF-α und COX-2 in LPS-aktivierten Monozyten wirk-
ten. Des Weiteren wurde festgestellt, dass der Extrakt in LPS-aktivierten Makrophagen die 
Translokation der p65 Untereinheit von NF-κB in den Nukleus blockiert (genauere Ausfüh-
rungen zu NF-κB s. Kapitel 3 unter 3.1.1). Der Einfluss von Polyphenolen auf das RNA-
Expressionsprofil in menschlichen Chondrozyten bestimmter Entzündungsmediatoren wie 
Zytokine oder Matrix-Metalloproteinasen wurde in einer weiteren Studie gezeigt. Hier war 
das RNA-Expressionsprofil nach Weidenrindenextrakt-Zugabe ähnlich wie nach Quercetin-
Zugabe [59]. Das Zellwachstum von Tumorzelllinien wurde durch einen ethanolischen (70%) 
Weidenrindenextrakt sowie durch seine Fraktionen gehemmt. Hierbei wurde das Wachstum 
von einer Proanthocyanidin- und einer Flavonoid-angereicherten Fraktion stärker gehemmt 
als durch eine Salicylalkohol-angereicherte Fraktion. Außerdem wurde die Beeinflussung der 
Apoptose durch den Extrakt und seine Fraktionen beobachtet [60]. 
Ferner wurden hemmende Effekte eines wässrigen Weidenrindenextraktes und seiner Frak-
tionen auf COX-1, COX-2 und 5-LOX in menschlichen Granulozyten beschrieben. Die am 
stärksten beobachtete Hemmung war bei den Polyphenolfraktionen zu beobachten, aller-
dings waren diese nicht nach der Ausbeute dosiert. Die Salicinderivate-angereicherte Frakti-
on zeigte keinen Effekt, wobei diese auch nicht zu Salicylsäure metabolisch aktiviert werden 
konnte (in [37]). Diese Problematik gilt sicherlich bei allen in vitro Versuchen, wenn nicht ge-
gen Salicylsäure als Kontrolle getestet wird.  
In einer sehr aktuellen Studie wurde in humanen HUVEC-Zellen gezeigt, dass ein Weiden-
rindenextrakt und seine salicinarme Fraktion antioxidative Enzyme aktiviert und außerdem 
durch die Aktivierung von Nrf2 (s. genauere Ausführung in Kapitel 6 unter 6.2.3) vor oxidati-
vem Stress schützt [61].  
Wagner stellte außerdem die Schwierigkeit der Übertragbarkeit von in vitro auf in vivo Model-
le dar. In vitro hemmte ein Weidenrindenextrakt dosisabhängig im Vollblutassay COX-1 und 
COX-2 sowie deutlich schwächer die Freisetzung von IL-1β und TNF-α. Dies ließ sich in vivo 
nach Einnahme des Weidenrindenextraktes im Probandenblut nicht mehr feststellen. Die 
Bioverfügbarkeit der im Weidenrindenextrakt wirksamen Inhaltsstoffe war nach oraler Auf-






Freischmidt et al. [26] isolierten zahlreiche Polyphenole aus einem wässrigen Weidenrinden-
extrakt und testeten diese auf ihre entzündungshemmenden Eigenschaften im ICAM-1 As-
say (genauere Ausführungen zum Assay s. Kapitel 3 unter 3.1.2). Eine deutliche Reduktion 
der TNF-α induzierten ICAM-1 Expression wurde nur bei Catechol und Eriodictyol unter den 
isolierten Substanzen beobachtet. Da Catechol mit über 2% einen recht großen Anteil in dem 
bearbeiteten Extrakt einnahm und Eriodictyol nur in sehr geringen Anteilen vorkam, wurde 
hier die Beteiligung des Catechols neben dem Salicin und den Flavonoiden an der antiin-
flammatorischen Wirkung der Weidenrinde diskutiert.  
Yang et al. isolierten zahlreiche Verbindungen aus Salix pseudo-lasiogyne und stellten nur 
bei jenen Strukturen eine antiinflammatorische Wirkung (Hemmung der LPS-induzierten NO-
Produktion in BV2-Microgliazellen) fest, welche eine 1-Hydroxy-6-oxo-2-cyclohexencarbon-
säureester-Partialstuktur enthielten [62]. Diese Partialstruktur kann zu Catechol abgebaut 
werden (s. 1.4.1). Auch diese Ergebnisse verdeutlichen den Einfluss von Catechol auf die 
entzündungshemmende Wirkung der Weidenrinde. 
Zusammenfassend lässt sich festhalten, dass Weidenrindenextrakte, ihre verschiedenen 
Fraktionen und isolierten Inhaltsstoffe in verschiedenen in vitro Testsystemen auf ihre ent-
zündungshemmenden, antipyretischen und analgetischen Wirkmechanismen untersucht 
worden sind. Eine Hemmung der COX, von NF-κB, der NO-Freisetzung, der ICAM-1-
Expression, der Zytokin- und der PGE2-Freisetzung sowie eine Aktivierung von Nrf2 sind 
dabei diskutiert worden. Die Polyphenole im Extrakt, insbesondere die Proanthocyanidine, 
die Flavonoide und das Catechol scheinen dabei an der Wirkung beteiligt zu sein.  
 
 
1.7 Pharmakotherapie bei Arthrose, Kreuzschmerz und rheumatoider Arthritis  
 
Kreuzschmerzen und Arthrose sind eine der häufigsten Gründe für Arztbesuche in Deutsch-
land und führen zu hohen Kosten durch Diagnostik und Therapie sowie durch Arbeitsunfä-
higkeit und Frühberentung [63, 64]. Das Risiko an einer Kniegelenksarthrose zu erkranken 
liegt bei 44,7% und höher bei Risikofaktoren wie beispielsweise Übergewicht [65]. Als medi-
kamentöse Schmerztherapie steht die Therapie mit klassischen NSAR, Paracetamol oder 
COX-2-Hemmern zur Verfügung. Paracetamol (bis zu 4 g/Tag) wirkt analgetisch, nicht an-
tiphlogistisch und ist aufgrund seiner besseren gastrointestinalen Verträglichkeit bei Arthro-
seschmerz Mittel der ersten Wahl, bei Kreuzschmerz hingegen nicht. Am häufigsten werden 
die NSAR wie Diclofenac (bis zu 100 mg/Tag), Naproxen (bis zu 750 mg/Tag) oder Ibuprofen 
(bis zu 1,2 g/Tag) bei Kreuz- und Arthroseschmerz eingesetzt. Neben den analgetischen 
zeigen sie auch gute antiinflammatorische Eigenschaften. Problematisch sind ihre Nebenwir-






wird erhöht. Aus diesen Gründen der schlechten Verträglichkeit sollten NSAR immer nur so 
niedrig dosiert und so kurz wie möglich verwendet werden. COX-2-Hemmstoffe (z.B. Etori-
coxib) stellen eine gastrointestinal bessere verträgliche Alternative zu den klassischen NSAR 
dar, welche allerdings schwere kardiovaskuläre unerwünschte Wirkungen mit sich bringen. 
Deswegen ist diese Stoffgruppe nur bei Patienten ohne kardiovaskuläres Risiko indiziert [63, 
64].  
Die Arthrose ist eine nicht entzündliche, degenerative Gelenkserkrankung mit teilweise ent-
zündlichen Episoden. Sie ist durch Knorpelabbau gekennzeichnet und betrifft überwiegend 
ältere Patienten.  
Die rheumatoide Arthritis (RA) ist im Gegensatz zur Arthrose eine chronisch entzündliche 
Autoimmunerkrankung [66]. Sie kommt weit weniger häufig, dennoch bei 0,5% - 1% der er-
wachsenen Bevölkerung vor [65]. Die RA ist gekennzeichnet durch multiplen Gelenk-
schmerz, Gelenkschwellung (persistierend über 6 Wochen) und Gelenksteifigkeit, vor allen in 
den Fingern, den Zehen und der Hand. Grippe-ähnliche Begleitsymptome sind häufig. Die 
Beschwerden treten im Gegensatz zur Arthrose (belastungs- und bewegungsabhängig).auch 
in Ruhe auf. Nach RA-Diagnose wird umgehend mit der Therapie mit DMARD („desease 
modifying antirheumatic drugs“) begonnen. Methotrexat (MTX) in höherer Dosierung gilt als 
Mittel der ersten Wahl (ideal 20 mg/Woche). Wenn MTX nicht geeignet sein sollte, können 
Leflunomid oder Sulfasalazin eingesetzt werden. Glucocorticoide können ebenso möglichst 
niedrig dosiert als Ergänzung zu den klassischen DMARD eingesetzt werden. Wenn DMARD 
nicht ansprechen, wird eine Biologica-Therapie empfohlen, z.B. eine Anti-TNF-Therapie (s. 
Kapitel 6 unter 6.1.3.1.2) [67].  
 
Die Therapie mit den immunsuppressiv wirkenden DMARD ist unausweichlich für eine Re-
mission der RA, allerdings ergeben Immunsuppressiva häufig schwerwiegende Nebenwir-
kungen. Die Schmerztherapie mit NSAR bei unterschiedlichen chronischen Erkrankungen 
stellt eine gute symptomatische Behandlung dar, ist allerdings wie oben erwähnt aufgrund 
der schlechten Verträglichkeit nicht für die dauerhafte Therapie geeignet. In der Schmerzthe-
rapie der Volkserkrankungen wie Kreuzschmerz und Arthrose sind folglich besser verträgli-
che Arzneimittel gesucht. Aus diesem Grund ist Weidenrinde wieder als schmerzlinderndes 
und entzündungshemmendes, aber gut verträgliches pflanzliches Arzneimittel von Interesse. 







1.8 Zielsetzung der vorliegenden Arbeit 
 
Wässrige und ethanolische Weidenrindenextrakte mit einer täglichen Einnahme einer Ge-
samtsalicinmenge von 240 mg zeigten klinische Wirksamkeit bei Patienten mit Kreuz-
schmerzen und rheumatischen Erkrankungen (s. 1.5.2). Auch in verschiedenen Tiermodellen 
wurde die entzündungshemmende Wirkung von Weidenrindenextrakten gezeigt (s 1.5.1). 
Dass für die Wirkung nicht die aus dem Salicin und seinen Derivaten entstehende Salicyl-
säure allein verantwortlich gemacht werden kann, demonstrierten pharmakokinetische Stu-
dien (s. 1.7). Auf der Suche nach neuen Wirkprinzipien der Weidenrinde sollten in dieser 
Arbeit die Wirkungen der Salicylalkoholderivate der Weide in Abgrenzung zur Salicylsäure 
genauer untersucht werden. Ein 70% ethanolischer Weidenrindenextrakt diente als Aus-
gangsmaterial für eine bioaktivitätsgeleitete Fraktionierung, welche das Ziel hatte, pharmako-
logisch aktive Salicylalkoholderivate zu isolieren. Bei erfolgreicher Isolierung sollten diese 
Strukturen auf ihre entzündungshemmende Aktivität zunächst in vitro, bei Aktivität nachfol-
gend auch im Tiermodell in vivo getestet werden. Des Weiteren sollte untersucht werden, ob 
ihre eventuelle Wirkung lediglich auf Salicylsäure oder aber auf weitere Abbau-, bzw. Meta-
bolisierungsprodukte zurückzuführen ist. Die Untersuchung der Stabilität der Isolate in den in 
vitro Assays sowie ihrer Metabolite in den in vivo Studien sollte Gegenstand der vorliegen-
den Arbeit sein. 
Ferner sollte ein Fokus auf den Metabolismus der isolierten Salicylalkoholderivate im Men-
schen gelegt werden. Bisher wurde lediglich der Metabolisierungsweg der Salicylalkoholderi-
vate bezüglich Salicylsäure untersucht. Gute Untersuchungen liegen für Salicin vor (s. 1.7). 
Allerdings ist Salicin nicht das quantitativ dominierende Salicylalkoholderivat in der Weiden-
rinde. Salicortin beispielsweise kommt in den meisten Arten in höherer Konzentration vor (s. 
1.4.1). Andere Metabolite der Salicylalkoholderivate neben Salicylsäure nach Einnahme ei-
nes Weidenrindenextraktes sollten in einer pharmakokinetischen Studie an gesunden Pro-
banden untersucht werden, um eventuell zusätzliche Wirkprinzipien neben der Salicylsäure 
aufzudecken.  
Häufig zeigen in vitro positiv getestete Substanzen in vivo keine relevante Bioverfügbarkeit 
im Blut. Die Substanzen werden durch Metabolisierungen entweder durch Reduktion oder 
durch Oxidation und/oder durch Konjugation modifiziert. Solche möglichen Phase I-, bzw. 
Phase II-Metabolite sollten in den Metabolisierungsstudien zunächst ausfindig gemacht und 
später gegebenenfalls synthetisiert werden mit dem Ziel, diese als bioverfügbarkeitsrelevan-














2.1.1 Hintergrund der bioaktivitätsgeleiteten Fraktionierung 
 
Mit einer bioaktivtätsgeleiteten Fraktionierung ist eine Vorhergehensweise gemeint, bei der 
ein Extrakt sukzessive in Fraktionen und Unterfraktionen aufgetrennt wird, wobei diese paral-
lel dazu Testsysteme durchlaufen, um ihre pharmakologische Aktivität zu testen. Nur die 
aktivsten Fraktionen werden weiter in ihre Unterfraktionen aufgetrennt mit dem Ziel, idealer-
weise am Ende eine biologisch aktive Substanz oder Substanzklasse aus den immer kleiner 
werdenden Unterfraktionen zu isolieren [68]. Natürlich sollte ein Testsystem gewählt werden, 
welches zu der untersuchten Fragestellung passt. In der vorliegenden Arbeit sollten an-
tiphlogistische Eigenschaften von Salicylalkoholderivaten aus einem Weidenrindenextrakt 
untersucht werden. Daher wurde mit dem ICAM-1 Assay ein zellbasiertes in vitro Testsystem 
gewählt, mit welchem die Fähigkeit von Fraktionen und Substanzen ermittelt werden kann, 
die proinflammatorische Aktivität von TNF-α auf Endothelzellen zu reduzieren (s. Erläuterun-
gen dazu in Kapitel 3 unter 3.1.1 und 3.1.2). 
Der bearbeitete Weidenrindenextrakt wurde zunächst durch Chromatographie an einer offe-
nen Säule mit Sephadex® LH-20 als stationäre Phase aufgetrennt. Für das Säulenmaterial 
Sephadex® LH-20 sind verschiedene Eigenschaften beschrieben worden. Bei diesem Mate-
rial handelt es sich um ein quervernetztes Dextran. Dextrane sind Polysaccharide bestehend 
aus D-Glucose-Einheiten, welche α-glycosidisch, meist über 1,6-Verknüpfung, miteinander 
verbunden sind. Mittels Epichlorhydrin werden diese Polysaccharidketten miteinander über 
entstehende Isopropanolbrücken quervernetzt. Einige Hydroxylgruppen der D-

































































































Abb. 2.1.1: Ausschnitt aus der Strukturformel von Sephadex® LH-20. 
Sephadex® LH-20 Material quillt sowohl in polaren als auch in apolaren Lösungsmitteln durch 
liphophile (Isopropanolreste) und hydrophile (freie Hydroxylgruppen) Eigenschaften. Durch 
Quellung im Lösungsmittel bildet sich ein dreidimensionales Gelgerüst, welches Poren frei-
lässt [69]. In diese Poren können vor allem kleine Moleküle eindringen und werden so von 
dem Säulenmaterial länger zurückgehalten, wodurch sie erst später eluieren. Dies ist das 
Prinzip der Größenausschlusschromatographie [70]. Es spielen allerdings nicht nur die Grös-
senausschlusseigenschaften eine Rolle, sondern auch Adsorptionseffekte. Sowohl Wasser-
stoffbrückenbindungen, als auch Wechselwirkungen mit π-Elektronensystemen sind für Se-
phadex® LH-20 Material beschrieben worden [71]. Diese Wechselwirkungen sorgen dafür, 
dass Moleküle, welche Wasserstoffbrückenbindungen bilden können und/oder ein großes π-
Elektronensystem aufweisen, relativ spät eluieren. Es ist vom Lösungsmittel und der Mole-
külgröße abhängig, ob eher die Adsorpterionseffekte oder die Größenausschlusseffekte 
überwiegen. So konnte gezeigt werden, dass kondensierte aromatische Ringsysteme umso 
später eluieren je mehr Ringe sie enthalten. Dieses Phänomen wurde aber nur in Isopropa-
nol, nicht in Chloroform beobachtet [72]. In der vorliegenden Arbeit wurde der bearbeitete 
Weidenrindenextrakt an Sephadex® LH-20 hauptsächlich aufgrund der Adsorptionseffekte 
der Inhaltsstoffe an das Säulenmaterial in drei Fraktionen aufgetrennt, da protische Lö-
sungsmittelgemische (Ethanol-Wasser und Aceton-Wasser) verwendet wurden. Es wurde 
wie schon von Hostanska et al. [60] gezeigt erwartet, dass die Salicylalkoholderivate auf-
grund kleinerer Ringsysteme und weniger Hydroxylgruppen als die Flavonoidglucoside vor 
diesen eluieren. Des Weiteren sollten die Catechingerbstoffe nach den Flavonoiden eluieren, 






onierung an Sephadex® LH-20 Material sollte eine Salicylalkohol, eine Flavonoid sowie eine 
Gerbstoff angereicherte Fraktion aus dem Weidenrindenextrakt gewonnen werden.  
Im Folgenden wurde so verfahren, dass die im ICAM-1 Assay aktivste Fraktion aufgetrennt 
wurde und die hieraus resultierenden, wiederum aktivsten Fraktionen ebenso. Als System 
wurde auch ein präparatives Säulenchromatographieverfahren, die Flash-Chromatographie 
gewählt. Die Flash-Chromatographie zeichnet sich durch relativ niedrige Drücke (0-2 bar) bei 
relativ hohen Fließgeschwindigkeiten aus (10-50 ml/min), wodurch eine schnelle Fraktionie-
rung ermöglicht wird [73]. Es wurde zunächst an RP18-Material aufgetrennt, wobei hydro-
phobe Wechselwirkungen im Vordergrund standen. Daraufhin wurde auf hydrophiles Säu-
lenmaterial (Kieselgel, Normalphase) mit gegenteiligen Eigenschaften gewechselt, um die 
Trennung zu optimieren.  
 
 





Das Prinzip der Gesamtsalicinbestimmung nach europäischem Arzneibuch (Ph. Eur. 6.1) 
beruht auf der quantitativen alkalischen Hydrolyse aller Salicinester zu Salicin (s. Abb. 
2.1.2.1) und der nachfolgenden Gehaltsbestimmung mit analytischer HPLC des entstande-





Abb. 2.1.2.1: Schematische Darstellung der alkalischen Hydrolyse zu Salicin von Salicortin (1), Tremulacin (2) und Acetylsa-








Das Ph. Eur. verwendet zur Gehaltsbestimmung von Flavonoiden hauptsächlich zwei, prinzi-
piell sehr ähnliche Methoden. Es wird hierbei entweder ein farbiger Chelatkomplex mit Alu-
minium im sauren Milieu oder durch Zugabe von Borsäure/Oxalsäure ein farbiger Borinsäu-
rekomplex mit den Flavonoiden gebildet. Diese Methoden sind einfach, relativ schnell durch-
zuführen und bedürfen keines hohen apparativen Aufwandes, da nur eine photometrische 
Auswertung erfolgt. Problematisch an diesen Methoden ist jedoch, dass sie im gemessenen 
Wellenlängenbereich von 410 bzw. 425 nm nur Komplexe mit Flavonen und Flavonolen er-
fassen. Die in Weidenrinde hauptsächlich vorkommenden Flavonoide vom Flavanontyp (Nar-
ingenin, Naringenin-5-O-β-glucoside, Naringenin-7-O-β-glucosid) sowie das Chalkonglucosid 
Isosalipurposid werden durch diese Methode nicht oder in viel zu geringem Maße erfasst. 
Dies liegt daran, dass sich zum einen durch die fehlende Doppelbindung im C-Ring der 
Flavonoide das UV-Maximum des Komplexes zu niedrigeren Wellenlängen verschiebt, zum 
anderen, dass die 5-O-β-Glucoside vermutlich kaum eine Komplexbildung eingehen können 
[32]. Daher musste eine andere Methode zur Erfassung der Flavonoide im Weidenrindenex-
trakt sowie in seinen Fraktionen gefunden werden. Es erschien am einfachsten, den Extrakt 
zunächst mittels einer geeigneten HPLC-Methode aufzutrennen. Alle Flavonoide sollten nun 
durch ihr UV-Spektrum erfasst und als Gesamtnaringenin-7-glucosid bei 282 nm quantifiziert 
werden. Diese Methode stellte sich als schnell und einfach dar. Sicherlich ist sie nicht abso-
lut, da nicht alle Flavonoide die gleiche spezifische Absorption wie Naringenin-7-O-β-
glucosid aufweisen. Eine genauere Methode wurde bereits von Freischmidt [32] entwickelt. 
Hier werden zunächst die Naringenin-7-O-β-glucoside unter sauren Bedingungen zu Narin-
genin gespalten, Isosalipurposid unter denselben Konditionen ebenfalls zu Naringenin über-
führt und die Naringenin-5-O-β-glucoside nachfolgend durch β-Glucosidasen zu Naringenin 
hydrolysiert. Die hauptsächlich in Weidenrinde vorkommenden Flavonoide werden so zu 
Naringenin umgesetzt und letztendlich als Gesamtnaringenin bestimmt. Die in der hier vor-
liegenden Arbeit verwendete Methode zur Gehaltsbestimmung von Flavonoiden ist nicht so 
genau wie jene von Freischmidt, dafür aber wesentlich schneller und einfacher. Außerdem 
liegen die Ergebnisse beider Methoden in ähnlichen Bereichen. Sie war für die phytochemi-
sche Charakterisierung des Extraktes und der Fraktionen ausreichend genau, da sie nur ei-








2.1.2.3 Gerbstoffgehaltsbestimmung  
 
Zur Quantifizierung der Gerbstoffe im Extrakt und seinen Fraktionen wurde die Hautpulver-
methode nach Ph. Eur. verwendet, welche von Glasl [74] modifiziert wurde. Das Prinzip ist 
hierbei, zunächst alle Polyphenole, wozu auch die Gerbstoffe gehören, mit Folin-Ciocalteus 
Phenolreagenz umzusetzen. Polyphenole wirken reduzierend und geben durch Oxidation 
Elektronen an das Folin-Ciocalteus Reagenz (Wolframatophosphorsäure) ab, wodurch sich 
ein blaues Mischoxid bildet (s. Abb. 2.1.2.3) [74]. Die Blaufärbung der Lösung wird photomet-
risch vermessen.  
 
Abb. 2.1.2.3: Reaktionsschema für die Blaufärbung des Folins-Ciocalteus Phenolreagenz durch Reduktion. Für die Reduktion 
benötigte Elektronen stammen aus Oxidationsvorgängen der Polyphenole. 
Die gelösten Gerbstoffe in der Untersuchungslösung werden in einem weiteren Ansatz durch 
Zugabe von Hautpulver aufgrund der hier enthaltenen Proteine gefällt. Die überstehende 
Lösung wird daraufhin ebenso mit Folin-Ciocalteus Reagenz umgesetzt und wiederum pho-
tometrisch vermessen wird. Die Färbung der Lösung fällt nun schwächer aus als vorher, da 
die Gerbstoffe nicht mehr, sondern nur noch die nicht mit Hautpulver fällbaren Polyphenole 
vorhanden sind. Aus der Differenz der Färbung (der gemessenen Absorption) vor und nach 
der Gerbstofffällung wird die Menge an enthaltenen Gerbstoffen ermittelt.  
 
 
2.2 Ergebnisse und Diskussion 
 
 




2.2.1.1 Fraktionierung des Weidenrindenextraktes an Sephadex® LH-20 
 
Die Fraktionierung des bearbeiteten 70% ethanolisch ausgezogenen Weidenrindenextraktes 
an Sephadex® LH-20 Material ergab die drei Fraktionen S1, S2 und S3. Schon im Dünn-
schichtchromatogramm (DC) der Fraktionen ließ sich erkennen, dass es sich um eine Sa-
licylalkoholderivat (S1), eine Flavonoid (S2) und um eine Gerbstoff (S3) angereicherte Frak-






welche sich mit Anisaldehyd/H2SO4 anfärben ließen. S2 enthielt die Flavonoide Naringenin-
7-O-β-glucosid, Catechin und andere Flavonoide, welche durch die Derivatisierung mit Na-
turstoffreagenz bei 366 nm fluoreszierten. Die in S3 angereicherten Catechingerbstoffe hat-




Abb. 2.2.1.1: Dünnschichtchromatogramme des Weidenrindenextraktes und seiner Sephadex®-Fraktionen. Fließmittelzusam-
mensetzung: EtOAc/ HCOOH/H2O (90+5+5). Anisaldehyd/H2SO4 bei Tageslicht, Vanillin/HCl bei Tageslicht und Naturstoffrea-
genz bei 366 nm dienten als Derivatisierungsreagenzien. R steht für das Referenzgemisch bestehend aus Catechin (C), Salicin 
(S) und Naringenin-7-O-β-glucosid (N).  
 
Die Gesamtausbeute der Fraktionierung betrug 93,3%, davon machten 71,9% S1, 13,6% S2 
und 14,5% S3 aus. S1 war somit die Fraktion mit dem höchsten Gewichtsanteil. Da Zucker 
durch Sephadex® LH-20 bei den gewählten Konditionen kaum zurückgehalten wurden, wa-
ren diese Verbindungen hauptsächlich in S1 zu finden (s. Abb. 2.2.1.1, große Bande am 
Start in S1) und machten sicherlich den größten Anteil des Gesamtgewichts der Fraktion 
aus. Die Fraktion S1 war aus diesem Grund recht hygroskopisch. Auf eine gut verschlosse-
ne, luftdichte Lagerung und bei weiterer Charakterisierung auf eine erneute Homogenisie-
rung durch Verreibung musste unbedingt geachtet werden. S2 und S3 hingegen waren nach 
Gefriertrocknung homogene, wenig hygroskopische Pulver.  
 
 
2.2.1.2 Phytochemische Charakterisierung des Extraktes und der Fraktionen S1-S3 
 
Zur genauen Charakterisierung wurden in den Fraktionen S1, S2 und S3 sowie im Ge-
samtextrakt Salicylalkoholderivate, Flavonoide, Gesamtpolyphenole und Gerbstoffe quantifi-
ziert. Bei der Salicylalkohol-Gehaltsbestimmung wurde auf die Methode des Arzneibuchs 
(Ph. Eur. 6.1) zurückgegriffen. Die Flavonoide wurden gemeinsam als Naringenin-7-O-β-
glucosid und die Gesamtpolyphenole sowie die Gerbstoffe mit der Hautpulvermethode quan-
Extrakt     S1         S2          S3          R        Extrakt     S1       S2       S3     Extrakt    S1         S2        S3 









tifiziert (s. 2.3.3). Beispielhafte HPLC-Chromatogramme der Quantifizierungen (Abb. 2.2.1.2-
1 – 2.2.1.2-4):  
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Abb. 2.2.1.2-1: Bestimmung der Auflösung zwischen Salicin (Rt = 6,4 Min) und Picein (Rt = 7,6 Min) und damit der Eignung der 
stationären Phase nach Ph. Eur. 6.1 für die Gesamtsalicingehaltsbestimmung. Die Auflösung musste mindestens bei 1,5 liegen 







































Abb. 2.2.1.2-2: Beispielchromatogramm der Gesamtsalicingehaltsbestimmung nach Ph. Eur. 6.1 des Extraktes. Die Fläche des 







Abb. 2.2.1.2-3: Darstellung der Kalibriergerade von Naringenin-7-O-β-glucosid mit Geradengleichung und Korrelationskoeffi-
zient. Die Kalibiriergerade diente der Berechnung des Flavonoidgehalts von Extrakt und Fraktionen als Gesamtnaringenin-7-O-
β-glucosid. Die Peakflächen wurden bei 282 nm bestimmt (n = 3).  
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Abb. 2.2.1.2-4: Beispielchromatogramm der Flavonoidgehaltsbestimmung im Extrakt. Die integrierten Peaks wurden als 
Flavonoide durch ihr UV-Spektrum identifiziert und als Naringenin-7-O-β-glucosid quantifiziert.  
 
Die Ergebnisse der phytochemischen Charakterisierung (Tab. 2.2.1.2) zeigten eindeutig, 
dass die Fraktionierung zu einer mit Salicylalkoholderivaten, einer mit Flavonoiden und einer 
mit Gerbstoffen angereicherten Fraktion erfolgreich war. Zwar waren Überschneidungen der 
einzelnen Stoffgruppen über die Fraktionen hinaus zu beobachten, da aber nur eine Anrei-
cherung und keine konsequente Abtrennung angestrebt wurde, waren die Ergebnisse sehr 
zufriedenstellend. Salicylalkoholderivate waren hauptsächlich in der S1, zu einem geringen 






Flavonoidabtrennung, da diese nur in der Fraktion S2 gefunden wurden. Die Polyphenolbe-
stimmung mit Folin-Ciocalteus Reagenz ist recht unspezifisch. Daher war in allen Fraktionen 
ein gewisser Anteil dieser Stoffgruppe zu finden. Wie erwartet traten die Polyphenole vor 
allem in den späteren Fraktionen auf, da es sich bei Gerbstoffen und Flavonoiden um Poly-
phenole handelt. Die Gerbstoffe ließen sich nicht so gut abtrennen wie die Flavonoide oder 
die Salicylalkoholderivate, aber auch hier lag der größte Anteil in S3.  
  
Tab 2.2.1.2: Ergebnisse der phytochemischen Charakterisierung des Extraktes und seiner Sephadex®-
Fraktionen. Angegeben sind die Mittelwerte und in Klammern die dazugehörige Standardabweichungen in %, n = 
3. 
 
Extrakt S1 S2 S3 
Gesamtsalicin [%] 17,0 (1,4) 18,0 (0,5) 3,7 (0,4) 0 
Salicin ohne alkalische Hydrolyse [%] 5,0 (0,1) 7,5 (0,1) 1,0 (0) 0 
Gesamtflavonoide berechnet als Naringe-
nin-7-O-β-glucosid [%] 
2,4 (0,1) 0 16,9 (0,5) 0 
Gesamtpolyphenole [%] 18,2 (0,3) 6,8 (0,2) 49,8 (0,7) 58,6 (3,0) 
An Hautpulver adsorbierte Gerbstoffe [%] 10,1 (0,4) 1,7 (0,3) 24,4 (2,3) 53,3 (3,1) 
 
 
2.2.2 In vitro Testung des Extraktes und der Fraktionen S1-S3 im ICAM-1 Assay 
 
Im Rahmen der bioaktivitätsgeleiteten Fraktionierung wurden der Extrakt und seine Fraktio-
nen S1-S3 auf ihre potentiell antiinflammatorischen Eigenschaften im ICAM-1 Assay (Erläu-
terungen zum Assay s. Kapitel 3 unter 3.1.1 und 3.1.2) getestet. Sowohl der Weidenrinden-
extrakt als auch seine Fraktionen waren in den getesteten Konzentrationen in der Lage, die 
TNF-α induzierte ICAM-1 Expression zu vermindern, was auf potentiell entzündungshem-
mende Eigenschaften hinweist (s. Abb. 2.2.2). Die prozentualen ICAM-1-Expressionen nach 
Extrakt- und Fraktionsaufgabe waren alle signifikant unterschiedlich zu der ICAM-1-
Expression, welche bei reiner TNF-α-Stimulation gemessen wurde (p  0,001). Die stärkste 
Aktivität zeigte der Extrakt. S1 und S2 waren aktiver als S3, unterschieden sich aber nicht 








Abb. 2.2.2: ICAM-1-Expression nach TNF-α Stimulation und 24 h Inkubation mit dem untersuchten Weidenrindenextrakt in 50 
µg/ml und je nach Ausbeute in der Fraktionierung angepassten Konzentrationen der Fraktionen S1-S3; Parthenolid diente als 
Positivkontrolle; nur mit TNF-α behandelte Zellen dienten der Ermittlung von 100% ICAM-1-Expression; n = 3 in Duplikaten; 
Mittelwert ± StabW. 
Das Prinzip einer bioaktivitätsgeleiteten Fraktionierung beruht darauf, die im getesteten As-
say aktivsten Fraktionen prioritär weiter zu bearbeiten, um am Ende die Einzelsubstanzen 
mit der höchsten Aktivität zu isolieren. In diesem Fall kamen dafür sowohl die Fraktion S1 als 
auch S2 in Frage. Da die Flavonoide aus einem Weidenrindenextrakt bereits in einem Dis-
sertationsprojekt am Lehrstuhl für Pharmazeutische Biologie bearbeitet wurden [32], sollten 
weitere Fraktionierungs- und Isolierungsschritte aus der Fraktion S1 mit den Salicylalkohol-
derivaten erfolgen.  
 
 
2.2.3 Fraktionierung der S1-Fraktion mittels Flash-Chromatographie 
 
S1 wurde durch weitere Fraktionierung an RP18-Material mit einem methanolisch-wässrigen 
Fließmittelsystem an der Flash-Chromatographie in die acht Fraktionen F1-F8 aufgetrennt. 
Abbildung 2.2.3 zeigt die Übersichts-DC dieser Fraktionen derivatisiert mit Anisalde-
hyd/Schwefelsäure-Reagenz. Die erfolgreiche Anreicherung vieler Substanzen (Banden) in 






und wie sich später herausstellte, Salicortin in F5 sowie Tremulacin in F7 (jeweils die am 
stärksten dunkel gefärbte Bande in den Fraktionen im DC, s. Abb. 2.2.3) 
 
Abb. 2.2.3: Dünnschichtchromatogramm von S1 und ihren Flash-Fraktionen F1-F8. Fließmittelzusammensetzung: EtOAc/ 
HCOOH/H2O (90+5+5). Anisaldehyd/H2SO4 bei Tageslicht als Derivatisierungsreagenz. R steht für das Referenzgemisch beste-
hend aus Catechol (obere Bande), Salicin (mittlere Bande) und D-Glucose (untere Bande). 
Wie im DC erkennbar, konnten mit der Fraktion F1 die Zuckerderivate weitestgehend abge-
trennt werden. Die Gesamtausbeute der Fraktionierung betrug 78,1%, davon machten 49,6% 
F1, 2,0% F2, 15,6% F3, 4,2% F4, 18,3% F5, 4,5% F6, 4,4% F7 und 1,4% F8 aus.  
 
 
2.2.4 In vitro Testung der Fraktionen F1-F8 im ICAM-1 Assay 
 
Um die bioaktivitätsgeleitete Fraktionierung fortzuführen, wurden auch die S1-Fraktionen F1-
F8 auf ihre potentiell antiinflammatorische Aktivität im ICAM-1 Assay getestet. Alle Fraktio-
nen wurden in der Konzentration von 20 µg/ml getestet. Abb. 2.2.4 zeigt, dass sich hierbei 
F5 als die aktivste Fraktion herausstellte und am stärksten die TNF-α induzierte ICAM-1-
Expression vermindern konnte. Auch F4, F6 und F7 waren aktive Fraktionen mit einer im 
Vergleich minimal höheren Aktivität von F7. Die restlichen Fraktionen F1, F2, F3 und F8 wa-
ren im ICAM-1-Assay nur wenig bis gar nicht aktiv. Daraus folgte, dass zunächst F5 und spä-
ter F7 als aktive Fraktionen im Rahmen der bioaktivitätsgeleiteten Fraktionierung weiter be-
arbeitet wurden mit dem Ziel, hieraus aktive Substanzen zu isolieren.  







Abb. 2.2.4: ICAM-1-Expression  nach TNF-α Stimulation und 24 h Inkubation mit den Fraktionen F1-F8 von S1 in je 20 µg/ml; 
Parthenolid diente als Positivkontrolle; nur mit TNF-α behandelte Zellen dienten der Ermittlung von 100% ICAM-1-Expression; n 
= 2 in Duplikaten; Mittelwert ± StabW. 
 
 
2.2.5 Isolierung und Strukturaufklärung von Salicortin und Tremulacin   
 
 
2.2.5.1 Isolierung und Reinheitsbestimmung von Salicortin 
 
Durch Flash-Chromatographie von F5 an Normalphase mit einem Fließmittelsystem aus 
Ethylacetat und Methanol (Methode s. 2.3.2.1) konnte Salicortin in hoher Ausbeute und 
Reinheit isoliert werden. F5 wurde in vier Unterfraktionen fraktioniert mit einer Gesamtaus-
beute von 86,5%, hiervon entfielen auf F5.1 62,4%, F5.2 11,2%, F5.3 10,5% und F5.4 
15,9%. F5.1 enthielt Salicortin in einer Reinheit von 96,2%. Damit machte Salicortin den 
Hauptanteil der Fraktion F5 aus und konnte in relativ großen Mengen isoliert werden. Nach 
Gefriertrocknung lag Salicortin als weißes, leicht hygroskopisches Pulver vor. Mit dem Deri-
vatisierungsreagenz Anisaldehyd/Schwefelsäure und nachfolgendem Erhitzen der DC-Platte 
färbte sich die Substanz bei der DC-Entwicklung braun-schwarz (siehe Abb. 2.2.3, DC bei 






lisierung mittels HPLC im UV-Maximum bei 270 nm bestimmt, welches wiederum im HPLC-
Chromatogramm des DAD-Detektors ermittelt wurde (siehe Abb. 2.2.5.1). Weitere Purifikati-
onsversuche mittels semipräparativer HPLC scheiterten, da sich die Substanz unter diesen 
Bedingungen teilweise zu Catechol und Salicin abbaute. Die Reinheit von 96,2% war so zu-
friedenstellen, dass das Isolat für alle weiteren Versuche verwendet wurde.  
Minutes






















































































Abb. 2.2.5.1: HPLC-Chromatogramm der Reinheitsbestimmung von Salicortin, isoliert aus F5. Die zur Berechnung der Reinheit 
integrierten Peaks sind mit ihrem prozentualen Anteil an der Gesamtpeakfläche im Chromagrogramm dargestellt.  
 
 
2.2.5.2 Strukturaufklärung von Salicortin 
 
 
Abb. 2.2.5.2-1: Strukturformel von Salicortin. 
Die genaue Struktur von Salicortin (Abb. 2.2.5.2-1) als Isolat aus F5 konnte durch zweidi-
mensionale NMR-Experimente und Massenspektrometrie aufgeklärt werden. Typischerweise 
zeigt das Signal anomerer Protononen von Zuckern mit einer β-D-Konfiguration im 1H-
Spektrum eine chemische Verschiebung zwischen δ = 4 und 5 ppm mit einer Kopplungs-
konstanten zwischen J = 7 und 9 Hz [75] und eine Signalaufspaltung in ein Duplett. Da es 






auch bei dieser Verbindung der Zuckerbestandteil β-D-Glucose war [24].So konnte das a-
nomere Proton (H-1') des Zuckers in der β-D-Konfiguration von Salicortin bei δ = 4,92 ppm 
mit einer Kopplungskonstanten von J = 7,7 Hz identifiziert werden. Das dazugehörige Koh-
lenstoffatom C-1' wurde im HSQC-Spektrum bei δ = 102,5 ppm identifiziert. Weiterhin wurde 
die Glucosepartialstruktur durch HMBC- und HSQC-Experimente vollständig aufgeklärt. Im 
NOESY-Spektrum konnten zwei räumlich nahe Protonen zu H-1' identifiziert werden, wobei 
es sich um H-2' bei δ = 3,47 ppm und um H-3 bei δ = 7,20 ppm handelte, einer chemischen 











Abb. 2.2.5.2-2: Ausschnitt aus dem NOESY-Spektrum (1H, 1H) von Salicortin. Identifizierung von H-3 (δ = 7,20 ppm) durch 
Wechselwirkung mit H-1' (δ = 4,92 ppm). 600 MHz, 298 K, Methanol-D4. 
Mit der Kenntnis des Signals von H-3 konnte durch das HSQC-Spektrum das zugehörige 
Kohlenstoffsignal mit einer chemischen Verschiebung von δ = 116,7 ppm und damit durch 
weitere Analyse des HMBC-Spektrums sowie des COSY-Spektrums alle aromatischen Pro-
tonen und Kohlenstoffatome der Salicylalkohol-Partialstruktur identifiziert werden. Im HMBC-
Spektrum ließen sich bei H-3 vier Kopplungen (3J und 4J) mit Kohlenstoffkernen erkennen. 
Hiervon wies nur ein Signal eine chemische Verschiebung zu niedrigeren ppm Werten (δ = 
64,4 ppm) und ließ sich damit eindeutig C-7 als nicht aromatisches Kohlenstoffatom zuord-



















Abb. 2.2.5.2-3: Ausschnitt aus dem HSQC-Spektrum (1H, 13C) von Salicortin. Identifizierung von H-7a und H-7b (δ = 5,26 ppm 
und 5,37 ppm) durch Wechselwirkung mit C-7 (δ = 64,4 ppm). 600, bzw. 150 MHz, 298 K, Methanol-D4. 
Durch 3J-Kopplung mit H-7a im HMBC-Spektrum und der starken Tieffeldverschiebung von 
171,6 ppm im 13C-Spektrum ließ sich C-8 als Teil der Ester-Partialstruktur gut zuordnen. So 
konnte das Signal bei δ = 207,4 ppm dem C-14 als Keton zugeordnet werden. Von hier aus 
ließen sich durch Analyse des HMBC-Spektrums H-13a, b und H-12a, b sowie H-10 identifi-













Abb. 2.2.5.2-4: Ausschnitt aus dem HMBC-Spektrum (1H, 13C) von Salicortin. Identifizierung von H-12a,b (δ = 2,49 ppm und 
2,65 ppm), H-13a,b (δ = 2,53 ppm und 2,88 ppm) und H-10 (δ = 5,75 ppm) durch 2J- und 3J-Kopplungen mit C-14 (δ = 207,4 
ppm). 600, bzw. 150 MHz, 298 K, Methanol-D4. 
Mit Hilfe des COSY-Spektrums konnte H-11 durch Kopplung mit H-10 identifiziert werden. 
Das Signal bei δ = 79,2 ppm zeigte im HMBC-Spektrum 3J-Kopplungen mit H-11 und H-13. 
Da es im HSQC-Spektrum mit keinem Proton korreliert werden konnte, wurde es C-9 zuge-
ordnet. Die zugehörigen Kohlenstoffatome zu den identifizierten Protonen wurden im HSQC-
Spektrum bestimmt. Tab. 2.2.5.2 fasst alle NMR-Daten von Salicortin zusammen. Abbildung 






Spektroskopie wurde ebenfalls durch die Massenspektrometrie (ESI-MS-Experimente) die 
Molekülmasse von Salicortin mit m/z 442 [M+NH4]+ bestätigt. 
 
 
Tab. 2.2.5.2: NMR-Daten von Salicortin (600 MHz 1H, 150 MHz 13C), 298 K, gelöst in Methanol-D4. 
 
1H δ [ppm], Signalaufspaltung, J [Hz] 13C δ [ppm) 
1’ 4,92 d (7,7) 1’ 102,5  
2’ 3,47 m 2’ 75,0  
3’ 3,47 m   3’ 78,0  
4’ 3,47 m 4’ 78,2  
5’ 3,39 m 5’ 71,4   
6’a 
6’b 
3,69 dd (5,5; 12,1) 
3,88 dd (2,2; 12,1) 
6’ 62,5 
  1 126,1 
  2 157,0 
3 7,20 d (8,0) 3 116,7 
4 7,31 m 4 131,1 
5 7,01 m 5 123,5 
6 7,28 m 6 130,7 
7a 
7b 
5,26 d (12,3) 
5,37 d (12,3) 
7 64,4 
  8 171,6 
  9 79,2 
10 5,75 m 10 129,3 






















2.2.5.3 Isolierung und Reinheitsbestimmung von Tremulacin 
 
Die Isolierung von Tremulacin gestaltete sich schwieriger als die Salicortin-Isolierung. Dies 
lag zum einen am deutlich geringeren Vorkommen von Tremulacin im Extrakt, zum anderen 
an der höheren Labilität der Substanz. Durch Flash-Chromatographie von F7 an Normalpha-
se mit einem Fließmittelsystem aus Ethylacetat und Methanol (Methode s. 2.3.2.1) konnte 
Tremulacin in mäßiger Ausbeute und Reinheit isoliert werden. F7 wurde in fünf Unterfraktio-
nen aufgetrennt mit einer Gesamtausbeute von 93,1%. Hiervon machten F7.1 3,0%, F7.2 
37,0%, F7.3 15,4%, F7.4 6,5% und F7.5 38,1% aus. F7.2 enthielt Tremulacin in einer Rein-
heit von 85,7% und war nach Entfernen des Lösungsmittels (unter Stickstoff) eine weiße, 
amorphe Substanz. Nach DC-Entwicklung färbte sich die Substanz mit dem Derivatisie-
rungsreagenz Anisaldehyd/Schwefelsäure nach Erhitzen der DC-Platte braun-schwarz (sie-
he Abb. 2.2.3, DC bei F7, intensivste Bande mit einem Rf-Wert von 0,72). Die Reinheit wur-
de mittels HPLC im UV-Maximum bei 271 nm, welches wiederum im HPLC-Chromatogramm 
des DAD-Detektors ermittelt wurde, mit Hilfe der Normalisierung bestimmt (siehe Abb. 
2.2.5.3). Verschiedene weitere Aufreinigungsversuche mittels semipräparativer HPLC an 






Fließmittelsystemen sowie Purifikationsversuche mittels präparativer DC scheiterten, da sich 
die Substanz unter diesen Bedingungen zu Catechol und Tremuloidin abbaute (Reaktions-
schema s. Kapitel 3, Abb. 3.1-2). Protische Lösungsmittel scheinen den Abbau von Tremula-
cin zu begünstigen. Wenn möglich, wurde darauf geachtet, möglichst Acetonitril und kein 
Methanol oder Wasser bei der weiteren Analytik von Tremulacin zu verwenden. 
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Abb. 2.2.5.3: HPLC-Chromatogramm der Reinheitsbestimmung von Tremulacin, isoliert aus F7. Die zur Berechnung der Rein-
heit integrierten Peaks sind mit ihrem prozentualen Anteil an der Gesamtpeakfläche im Chromagrogramm dargestellt.  
 
 































Abb. 2.2.5.4-1: Strukturformel von Tremulacin 
Da es sich bei Tremulacin um Salicortin handelt, welches an 2'-Position mit Benzoesäure 
verestert ist, verlief die Strukturaufklärung ähnlich wie in 2.2.5.2 beschrieben. Durch die 
Veresterung mit Benzoesäure an 2'-Position wurde allerdings das Signal des anomeren Zu-
ckerprotons im Protonenspektrum etwas in das Tieffeld zu δ = 5,24 ppm verschoben. Zudem 
verschob sich auch das Signal von H-2' weiter in das Tieffeld und fiel bei δ = 5,26 ppm zu-






und H-2' bildeten zusammen ein nicht genauer bestimmbares Multiplett im 1H-Spektrum. 
Ferner waren im Tieffeld des 1H-Spektrums zusätzlich die Signale der fünf Protonen der 
Benzoesäure erkennbar, wobei durch die Symmetrieebene in dieser Partialstruktur die Pro-
tonen H-7'' und H-3'' bei δ = 8,06 ppm sowie H-4'' und H-6'' bei δ = 7,46 ppm die gleiche 
chemische Verschiebung zeigten (vgl. [76]). Im HMBC-Spektrum ließ sich die Zuordnung der 
Protonen verifizieren. Hier zeigte das ebenfalls im Vergleich zum Salicortin zusätzlich vor-
kommende Signal der Carboxylgruppe im 13C-Spektrum von C-1'' bei δ = 167,2 ppm zwei 3J-
















Abb. 2.2.5.4-2: Ausschnitt aus dem HMBC-Spektrum (1H, 13C) von Tremulacin. Verifizierung von H-3''/H-7'' (δ = 8,06 ppm), 
H4''/H6'' (δ = 7,46 ppm) sowie H-2' (δ = 5,36 ppm) durch 3J- und  4J-Kopplungen mit C-1'' bei δ = 167,2 ppm . 600, bzw. 150 
MHz, 298 K, Methanol-D4. 
Tab. 2.2.5.4 fasst alle NMR-Daten von Tremulacin zusammen. Abbildung 2.2.5.4-3 zeigt das 
gesamte Protonenspektrum von Tremulacin. Neben der NMR-Spektroskopie wurde ebenfalls 
durch die Massenspektrometrie die Molekülmasse von Tremulacin per ESI-MS-Experimente 







Tab. 2.2.5.4: NMR-Daten von Tremulacin (600 MHz 1H, 150 MHz 13C), 298 K, gelöst in Methanol-D4. 
 
1H δ [ppm], Signalaufspaltung, J [Hz] 13C δ [ppm] 
1’ 5,24 m 1’ 100,9 
2’ 5,26 m 2’ 75,6 
3’ 3,81 t (8,3)  3’ 75,9 
4’ 3,56  4’ 71,6  
5’ 3,56 m 5’ 78,5  
6’a 
6’b 
3,77 dd (4,0; 12,1) 
3,95 dd (5,3; 12,1) 
6’ 62,5 
  1 126,0 
  2 156,6 
3 7,22 dd (0,9; 8,4) 3 116,7 
4 7,27 m 4 130,9 
5 6,97 dd (1,1; 8,4)  5 123,7 
6 7,16 dd (1,5; 7,7) 6 130,2 
7a 
7b 
4,88 d (12,5) 
5,37 d (12,5) 
7 63,9 
  8 171,2 
  9 79,1 
10 5,70 dd (1,8; 9,9) 10 129,3 










13 36,8  
  14 207,3 
  1'' 167,2 
  2'' 131,2 
3'' 8,06 d (8,6) 3'' 130,8 
4'' 7,46 t (7,8) 4'' 129,6 
5'' 7,58 m 5'' 134,4 
6'' 7,46 t (7,8) 6'' 129,6 













2.2.6 Zusammenfassung und Ausblick 
 
In Kapitel 2 wurde eine bioaktivitätsgeleitete Fraktionierung eines Weidenrindenextraktes 
beschrieben, welche in der Isolierung der zwei Substanzen Salicortin und Tremulacin resul-
tierte (s. Abb. 2.2.6).  
Diese zwei Substanzen sind aus den zwei Unterfraktionen isoliert worden, welche im getes-
teten in vitro Testsystem (ICAM-1 Assay) am aktivsten waren. Im Folgenden sollten die iso-
lierten Substanzen in vitro auf ihre entzündungshemmende Aktivität weiter getestet werden 
(s. Kapitel 3).  
Erste Analysen mittels eines DC-MS-Systems hatten außerdem ergeben, dass sich höchst-
wahrscheinlich in der ebenfalls recht aktiven Fraktion F6 das Salicortinderivat Acetylsalicortin 
befindet. Aus zeitlichen Gründen konnte diese Substanz im Rahmen dieser Dissertation nicht 
mehr isoliert werden. Sicherlich wäre aber interessant, ob sich Acetylsalicortin ähnlich wie 
Tremulacin und Salicortin in vitro verhalten würde (s. Kapitel 3). Zukünftige Arbeiten könnten 
dies untersuchen. Des Weiteren steht mit der Fraktion F4 eine weitere, im ICAM-1 Assay 
aktive Fraktion zur Verfügung, welche vermutlich die Möglichkeit der Isolierung anderer 







Abb. 2.2.6: Schema zu den Fraktionierungen und Isolierungen des bearbeiteten Weidenrindenextraktes. 
 
 







2.3.1.1 Offene Säulenchromatographie mit Sephadex® LH-20 
 
Zunächst wurde ein standardisierter Weidenrindenextrakt mittels Säulenchromatographie an 
Sephadex® LH-20-Material in drei Fraktionen aufgetrennt. Das Sephadex® LH-20-Material lag 
in einer offenen Glas-Chromatographie-Säule in Ethanol 70% aufgeschlemmt mit einem 
Durchmesser von 3,5 cm und einer Länge des Säulenmaterials von 56 cm vor. Je 5-10 g des 
Weidenrindenextraktes wurden in 15-30 ml Ethanol 70% gelöst und behutsam in das Säu-
lenmaterial einsickern lassen. Daraufhin begann die Elution mit Ethanol 70% unter Verwen-
dung einer Peristaltikpumpe und eines Fraktionssammlers. Die Einstellungen waren so ge-
wählt, dass ca. 16 ml pro Reagenzglas gesammelt wurden mit einer Geschwindigkeit von ca. 
0,6 ml/min. Die Chromatographie wurde durch dünnschichtchromatographische Zwi-
schenanalyse (DC) der Eluate in den Reagenzgläser aus dem Fraktionssammler kontrolliert 
mit einer Fließmittelzusammensetzung von 90 Teilen Ethylacetat, 5 Teilen Wasser (Millipo-






hyd/Schwefelsäure zur Detektion der Salicylalkoholderivate, Naturstoffreagenz in Kombinati-
on mit Macrogol zur Detektion der Flavonoide und Vanillin in Kombination mit konzentrierter 
Salzsäure zur Detektion der Gerbstoffe Verwendung. Nach DC-Kontrolle wurden die drei 
Fraktionen erstellt. Die erste Fraktion S1 war die Salicylalkoholderivat angereicherte und 
wurde mit Hilfe von Salicin als Referenzsubstanz identifiziert. Ähnlich eluierende Substanzen 
wie Salicin, die sich mit Anisaldehyd/Schwefelsäure rot-bräunlich anfärben ließen, wurden in 
diese Fraktion mit eingeschlossen (Elutionsvolumen: 0-650 ml). Daraufhin folgte die zweite, 
Flavonoid angereicherte Fraktion S2. Als Referenzen dienten hier Naringenin-7-O-β-glucosid 
und Catechin. Die hauptsächlich als Glucoside vorliegenden Flavonoide eluierten ähnlich wie 
das Flavonoidglucosid Naringenin-7-O-β-glucosid und ließen sich meist mit Naturstoffrea-
genz so anfärben, dass sie bei 366 nm gelb fluoreszierten. Die Fraktion wurde so gewählt, 
dass Catechin als letztes eluierendes Flavonoid noch einbezogen wurde und ab Beginn der 
dimeren Flavan-3-ole die neue Fraktion S3 begann (Elutionsvolumen S2: 650-1476 ml). Bei 
S3 handelte es sich folglich um die mit Gerbstoffen angereicherte Fraktion. Gerbstoffe kön-
nen mit dem Vanillin-Sprühreagenz und konzentrierter Salzsäure bräunlich rötlich angefärbt 
werden, ihr Rf-Wert liegt deutlich unter dem von Catechin. Um die Elution der Gerbstoffe und 
aller restlichen Bestandteile von der Säule zu beschleunigen, wurde das Elutionsmittel auf 
der Säule nach beendeter Abtrennung von S2 gegen Aceton 70% getauscht (Elutionsvolu-
men S3: 1476-3146 ml), vgl. [60].  
Die Fraktionen wurden nach Entfernung des Lösungsmittels durch Rotationsverdampfung 
(maximal 40°C) und Lösen in Wasser (Millipore®) vollständig durch Gefriertrocknung ge-
trocknet (nach vorherigem Einfrieren unter Rotation). Durch Wägen der Fraktionen wurde ihr 
prozentualer Anteil am Gesamtextrakt sowie die Gesamtausbeute der Fraktionierung be-
stimmt. Insgesamt wurden 63 g Weidenrindenextrakt aufgearbeitet. Bis zur weiteren Ver-
wendung lagerten die Fraktionen dicht verschlossen in Braunglasflaschen bei 7 °C.  
 
Tab. 2.3.1.1-1: Verwendete Geräte in Kapitel 2.3.1.1. 
Funktion Name Hersteller 
Peristaltikpumpe Pharmacia LKB Pump P1 Pharmacia LKB, Uppsala, Schweden  
Fraktionssammler 2211 Superrac LKB Bromma, Bromma, Schweden 
Vakuumrotationsverdampfer Heidolph Laborota 4003 mit 
Pumpe: Rotavac vario control 
Heidolph instruments, Schwabach, Deutschland 
Gefriertrocknungsanalage Ilmvac Pia 100 mit Pumpe Typ 
302061 PK8D 
Ilmvac GmbH, Ilmenau, Deutschland 
Laborwaage Sartorius Laboratory LC 6200 S Sartorius AG, Göttingen, Deutschland 
Analysenwaage Sartorius Research R160P Sartorius AG, Göttingen, Deutschland 
Eintauchkühler (Isopropa-
nolbad zum Einfrieren der 
Fraktionen)  
Haake EK 30 PSL Systemtechnik GmbH, Clausthal-Zellerfeld, 
Deutschland 
Rührwerk (Isopropanolbad) IKA RW 15m IKA-Werke GmbH und Co. KG, Staufen, 
Deutschland 







Tab. 2.3.1.1-2: Verwendete Chemikalien/Verbrauchsmaterialien in Kapitel 2.3.1.1. 
Name Qualität/Beschreibung Hersteller 
Weidenrindenextrakt (97% nativ) Extraktionsmittel 70% Ethanol, DEV: 
8-14:1, Charge: 07001523 
Hermes Arzneimittel, Großhes-
selohe, Deutschland 
Säulenmaterial  Sephadex® LH 20 Pharmacia, Uppsala, Schwe-
den 
Ethanol 70% Hergestellt aus frisch abrotiertem Ethanol HSL und Verdünnung mit 
Reinstwasser (Millipore®) 
Aceton 70% Hergestellt aus frisch abrotiertem Aceton HSL und Verdünnung mit 
Reinstwasser (Millipore®) 
Ethylacetat p.A. 99,99% Acros Organics, Geel, Belgien 
Ameisensäure p.A. 98%-100% Merck, Darmstadt, Deutschland 
DC-Platten DC Kieselgel 60 F254, Aluminium 
sheets 20x20 cm
 
Merck, Darmstadt, Deutschland 
D-Salicin ≥98% Carl Roth GmbH, Karlsruhe, 
Deutschland 
Naringenin-7-O-β-glucosid ≥90%  Extrasynthèse S.A., Genay, 
Frankreich 
Catechin ≥98% Carl Roth GmbH, Karlsruhe, 
Deutschland 
 
Tab 2.3.1.1-3: Verwendete Derivatisiserungsreagenzien in Kapitel 2.3.1.1: 
Name  Herstellung und Verwendung 
Anisaldehyd-Schwefel-
säure-Reagenz 
0,5 T Anisaldehyd (p-Methoxybenzaldehyd, ≥98%, Fluka, Schweiz) + 10 T Eisessig 
(p.A., 100%, Merck, Deutschland) + 85 T Methanol (p.A., ≥99,9%, Merck, Deutsch-
land) werden gemischt und 5 T Schwefelsäure (p.A., 95-97%, Merck) unter Eisküh-
lung und Rühren langsam hinzugegeben. Nach Besprühen der DC-Platte ca. 5 Min 
erhitzen bei 120 °C. Auswertung bei Tageslicht. 
Naturstoffreagenz A/ 
Macrogol  
1% Naturstoffreagenz A (Diphenylborsäure-2-aminoethylester p.A., ≥98%, Carl 
Roth GmbH, Deutschland) in Methanol (p.A., ≥99,9%, Merck, Deutschland). Nach 
dem Besprühen wird mit einer 5%-igen methanolischen Lösung von Macrogol 
(PEG 400, Merck, Deutschland) nachgesprüht und bei 366 nm ausgewertet.  
Vanillin-Reagenz/HCl 1% Vanillin (≥99%, Carl Roth GmbH, Deutschland) in Methanol (p.A., ≥99,9%, 
Merck, Deutschland). Nach dem Besprühen wird mit konzentrierter Salzsäure (p.A. 
rauchend, 37%, Merck, Deutschland) nachgesprüht, bei Tageslicht ausgewertet.  
 
 
2.3.1.2 Flash-Chromatographie von S1 
 
Die mit Salicylalkoholderivaten angereicherte Fraktion S1 wurde mittels Flash-
Chromatographie an RP18-Material in weitere acht Fraktionen (F1-F8) unterteilt. Aufgrund 
starker, nicht in den Griff zu bekommender Druckschwankungen am Gerät bei der Trocken-
aufgabe, wurde die Flüssigaufgabe gewählt. Es wurde jeweils versucht, ca. 2 g der S1-
Fraktion in ungefähr 5 ml Methanol 10% zu lösen. Die gesamte S1-Fraktion löste sich hierbei 
nie vollständig. Deswegen wurde eine klare Lösung durch Zentrifugation hergestellt und auf 
die Vorsäule gegeben, wobei sich keine Druckprobleme einstellten. Beim in Methanol 10% 
schlecht löslichen, sehr klebrigen Teil der S1-Fraktion handelte es sich vermutlich um Zu-
cker, die bei der Trockenaufgabe das System verklebt hatten. Tabelle 2.3.1.2 gibt die Bedin-







Tab. 2.3.1.2 : Verwendete Flash-Chromatographie und ihre Bedingungen bei der Fraktionierung von S1. 
Fließmittel  
Fließmittel A H2O (Millipore®), entgast 
Fließmittel B Methanol (p.A., ≥99,9%, Merck, Darmstadt, Deutschland), entgast 
Gradient  
Min Fließmittelzusammensetzung [%B in A] 
0 – 60 10%  70% 
60 – 90 100%  
Einstellungen 
 
Fließgeschwindigkeit 15 ml/min 






Gerät und Software  
Armen Instrument Spot Flash Liquid Chromatography mit Armen Glider Flash-Software. Armen instrument, Saint 
Ave, Frankreich.  
Trennsäule  
RP18-Säule mit 90 g Trennmaterial: SVP D40 – RP18, 25 – 40 µm Korngröße. Merck Chimie SAS, Fontenay-
sous-Bois, Frankreich. Zusätzlich selbst gepackte Vorsäule mit 8,5 g RP18-Material (Lichroprep 0,025-0,040 mm 
for column chromatography, Merck, Darmstadt, Deutschland). 
 
Der Verlauf der Flash-Chromatographie konnte grob mittels des im Gerät eingebauten UV-
Detektors kontrolliert werden. Die eigentliche Entscheidung zum Vereinigen der einzelnen, 
vom integrierten Fraktionssammler der Flash-Chromatographie gesammelten Unterfraktio-
nen zu den richtigen Fraktionen F1-F8 fand auch hier wieder nach DC-Analyse statt (s. 
2.3.1.1). Bei der Durchführung der DC wurde das gleiche Fließmittelsystem wie in 2.3.1.1 
beschrieben verwendet und nur das Anisaldehyd-Schwefelsäure-Derivatisierungsreagenz. 
Die Elutionsvolumina der Fraktionen betrugen: F1: 0-280 ml, F2: 280-360 ml, F3: 360-460 
ml, F4: 460-580 ml, F5: 580-740 ml, F6: 740-800 ml, F7: 800-980 ml und F8: 980-1240 ml. 
Nach Vereinigen der Fraktionen wurde auch hier zunächst das Fließmittel abrotiert, die Frak-
tionen dann in wenig Wasser (Millipore®) gelöst, unter Rotation eingefroren, mit der Gefrier-
trocknungsanlage getrocknet und ausgewogen (Geräte siehe Tab. 2.3.1.1-1). Insgesamt 







2.3.2.1 Isolierung von Salicortin aus F5 und von Tremulacin aus F7 
 
Durch Flash-Chromatographie (Gerät siehe Tab. 2.3.1.2) von F5 und F7 an Normalphase 






konnten Salicortin und Tremulacin isoliert werden. Je ca. 300 mg F5 und 90 mg F7 wurden 
hierbei auf ungefähr 1,5 g, bzw. 400 mg Kieselgel aufgezogen und trocken auf die Kieselgel-
säule gegeben. Es wurden vier Fraktionen von F5 und fünf Fraktionen von F7 nach DC-
Kontrolle vereinigt. Das Fließmittelsystem der DC bestand aus 100 Teilen Ethylacetat, 11 
Teilen Ameisensäure, 11 Teilen Essigsäure und 27 Teilen Wasser (Millipore®) bei Salicortin. 
Bei Tremulacin wurde das gleiche DC-Fließmittelsystem wie in 2.3.1.1 beschrieben verwen-
det, genauere Angaben zu den Lösungsmitteln s. Tab. 2.3.1.1-2. Als Derivatisierungsrea-
genz wurde Anisaldehyd-Schwefelsäure verwendet (s. Tab. 2.3.1.1-3). Die Elutionsvolumina 
der Fraktionen F5.1-F5.4 und F7.1-F7.5 teilten sich folgendermaßen auf: F5.1: 0-880 ml, 
F5.2: 880-1200 ml, F5.3: 1200-1800 ml und F5.4: 1800-2800 ml; Fraktionen F7.1-F7.5: F7.1: 
0-120 ml, F7.2: 120-640 ml, F7.3: 640-780 ml, F7.4: 780-1400 ml und F7.5: 1400-2400 ml. In 
den Fraktionen F5.1-F5.4 wurde durch Vakuumrotation das Lösungsmittel entfernt, die Frak-
tionen dann in wenig Wasser (Millipore®) gelöst, unter Rotation eingefroren, mit der Gefrier-
trocknungsanlage getrocknet und ausgewogen (Geräte siehe Tab. 2.3.1.1-1). Aus den Frak-
tionen F7.1-F7.5 wurde der überwiegende Teil des Lösungsmittels durch Vakuumrotation, 
der übrig gebliebene Teil des Lösungsmittels durch Abblasen mit Stickstoff bei Raumtempe-
ratur entfernt und das Gewicht der Fraktionen durch Differenzwägung ermittelt. Sauber abge-
trenntes Salicortin befand sich in der Fraktion F5.1, Tremulacin in der Fraktion F7.2. Insge-







Tab. 2.3.2.1 : Flash-Chromatographie-Bedingungen bei den Isolierungen von Salicortin aus F5 und von Tremula-
cin aus F7 (Gerät und Software s. Tab. 2.3.1.2). 
Fließmittel  
Fließmittel A Ethylacetat (p.A., ≥99,99%, Acros Organics, Geel, Belgien), entgast 
Fließmittel B Methanol (p.A., ≥99,9%, Merck, Darmstadt, Deutschland), entgast 
Gradient bei F5 (Salicortin)  
Min Fließmittelzusammensetzung [%B in A] 
0 – 10 0% 
10 – 20 0%  3%  
20 – 60 3%  
60 – 80 3%  4%  
80 – 90 4%  
90 – 100 4%  10%  
100 – 110 10%  20%  
110 – 120 20%  50% 
120 – 130 50%  100% 
130 – 140 100% 
Gradient bei F7 (Tremulacin)  
Min Fließmittelzusammensetzung [%B in A] 
0 – 30 0% 
30 – 40 0%  3%  
40 – 55 3%  
55 – 60 3%  5%  
60 – 70 5%  
70 – 80 5%  10%  
80 – 90 10%  
90 – 100 10%  20% 
110 – 120 20% 
120 – 140 100% 
Einstellungen 
 
Fließgeschwindigkeit 15 ml/min 







Normalphasensäule mit 30 g Kieselgel: SVP Si60 D26, 15 – 40 µm Korngröße. Merck Chimie SAS, Fontenay-
sous-Bois, Frankreich. Kieselgel 60 mit 0,063-0,200 mm Korngröße (Merck, Darmstadt, Deutschland) wurde für 
die Trockenaufgabe verwendet.  
 
 





Die Strukturen der bereits bekannten, isolierten Substanzen Salicortin und Tremulacin wur-
den durch ein- und zweidimensionale NMR-Experimente aufgeklärt. Hierfür wurden die Iso-
late je in ca. 600 µl deuteriertem Methanol (Methanol-D4, 99,8%, Deutero GmbH, Kastellaun, 
Deutschland) gelöst und in NMR-Röhrchen (Typ 507-HP, Norell Inc, Landisville, USA) über-






ppm) der Molekülprotonen exklusive der Protonen der Hydroxylgruppen. Die Hydroxylgrup-
pen waren aufgrund des schnellen Austauschs von Deuterium-Ionen des deuterierten Lö-
sungsmittels MeOD mit den Protonen der OH-Gruppen im 1H-Spektrum nicht sichtbar. Durch 
die charakteristischen chemischen Verschiebung der anomeren Zuckerprotonen zwischen 
4,9 und 5,2 ppm und der zu erwartenden Signalaufspaltung in ein Duplett, konnten diese 
leicht identifiziert und damit dieses Integral als Referenzfläche für ein Proton definiert wer-
den. Durch die Festlegung des Integrals für ein Proton konnte die Menge der anderen Proto-
nen im Molekül weiter bestimmt werden. Die chemischen Verschiebungen der Signale aus 
den eindimensionalen 1H- und 13C-Spektren sowie die Signalaufspaltungen und Kopplungs-
konstanten aus den 1H-Spektren, lieferten Hinweise zu den Bindungsverhältnissen der Pro-
tonen und Kohlenstoffatome. Weitere Strukturaufklärung erfolge anhand der zweidimensio-
nalen Spektren 1H,13C-HSQC, 1H,13C-HMBC, 1H,1H-NOESY und 1H,1H-COSY. Durch 1H,13C-
HSQC-(heteronuclear single quantum coherence) Experimente konnten direkte Kohlenstoff-
Wasserstoff-Bindungen, meist das zugehörige Kohlenstoffatom zu einem Proton ermittelt 
werden. Aufschluss über Protonen, welche räumliche Nähe aufwiesen, lieferten die 1H/1H-
NOESY (nuclear overhauser enhancement spectroskopy)-Experimente. Des Weiteren waren 
1H,13C-HMBC (heteronuclear multiple bond correlation)-Spektren unverzichtbar für die Struk-
turaufklärung, da sie Kopplungen von Kohlenstoffatomen und Protonen über zwei (2J), drei 
(3J) oder vier (4J) Bindungen anzeigten. 1H,1H-COSY (correlated spectrocopy)-Spektren lie-
ferten Signale von Protonen, die über zwei bis vier Bindungen miteinander koppelten, z.B. 
vicinale Protonen.  
Gemessen wurden die NMR-Spektren von der Abteilung der Zentralen Analytik an der Uni-
versität Regensburg an einem Avance III 600 Kryo-NMR-Gerät (600,25 MHz für 1H und 
150,08 MHz für 13C) mit einem Kryo-Probenkopf der Firma Bruker (Bruker Corporation, Bil-
lerica, USA). Im 1H Spektrum wurde gegen das undeuterierte, im 13C gegen das deuterierte 
Lösungsmittelsignal referenziert (Messtemperatur 298 K). Für die Auswertung wurde die 





Die massenspektrometrische Analyse lieferte die Molekülmasse der Isolate, welche die be-
reits bekannten Strukturen bestätigte. Auch diese Messungen wurden in der Abteilung der 
Zentralen Analytik der Universität Regensburg durchgeführt. Die ESI-MS Spektren wurden 
mit dem Gerät Thermo Quest Finnigan TSQ 7000 der Firma Thermoquest (Thermoquest, 







2.3.2.3 Reinheitsbestimmungen der Isolate 
 
Die Reinheit der isolierten Substanzen Salicortin und Tremulacin wurde mit analytischer 
HPLC bestimmt. Nach Lösen der Substanzen in Methanol (bei Salicortin) oder Acetonitril (bei 
Tremulacin) und adäquater Verdünnung, wurden die Inhaltsstoffe der Lösung mittels HPLC 
an RP18-Material und einem Fließmittelsystem aus Wasser/Methanol, bzw. Was-
ser/Acetonitril aufgetrennt und mit einem DAD (Dioden Array Detector) detektiert. Die Peak-
flächen des erhaltenen Chromatogramms wurden im UV-Maximum, welches mit Hilfe der 
HPLC-Software ermittelt wurde, des zu analysierenden Stoffes bestimmt. Das Verhältnis der 
Peakfläche des jeweiligen Stoffes (Salicortin oder Tremulacin) zur Gesamtpeakfläche im 
Chromatogramm gab die Reinheit des Stoffes in Prozent wieder (Normalisierung). Eventuelle 
Systempeaks wurden durch einen HPLC-Lauf mit derselben Methode und Injektion des rei-
nen Lösungsmittels ermittelt und nicht mit in die Berechnung mit einbezogen. Tab. 2.3.2.3 
zeigt die genauen Bedingungen der analytischen HPLC bei den Reinheitsbestimmungen. 
 
Tab. 2.3.2.3: HPLC-Bedingungen und HPLC-System der Reinheitsermittlung von Salicortin und Tremulacin. 
Fließmittel  
Fließmittel A H2O (Millipore®) mit 1% THF (Lichrosolv®, Merck, Darmstadt, Deutschland), bei 
Salicortin 
H2O (Millipore®), bei Tremulacin  
Fließmittel B Methanol (Lichrosolv®, Merck, Darmstadt, Deutschland), bei Salicortin 
Acetonitril (Lichrosolv®, Merck, Darmstadt, Deutschland) 95%, Wasser (Millipo-
re®) 5%, bei Tremulacin 
Gradient 
 
Min Fließmittelzusammensetzung [%B in A] 
0 – 45 20%  80%  
45 – 50 80% 
50 – 51  80%  20%  
51 – 60 20%  
Einstellungen 
 
Temperatur Autosampler 4 °C 
Temperatur Säulenofen 30 °C 
Fließgeschwindigkeit 0,6 ml/min 







Geräte und Software  





Software EZChrom Elite 
Trennsäule 
 









2.3.3 Phytochemische Charakterisierung des verwendeten Weidenrindenextraktes und den 
Fraktionen S1-S3  
 
 
2.3.3.1 Gehaltsbestimmung des Gesamtsalicins nach Europäischem Arzneibuch (Ph. Eur. 
6.1) 
 
Nach der Monographie „Weidenrindentrockenextrakt“ im Ph. Eur. 6.1 [19] wurde der prozen-
tuale Gehalt an Gesamtsalicylalkoholderivaten ausgedrückt als Gesamtsalicin im hier bear-
beiteten Weidenrindenextrakt und in den Sephadex®-Fraktionen S1, S2 und S3 bestimmt.  
 
Herstellung der Untersuchungslösung: Ca. 300 mg Extrakt oder ca. 80 mg der Fraktionen 
(nach vorheriger Homogenisation) wurden genau gewogen und dann mit 40 bzw. 10 ml Me-
thanol (Fraktionen) und 40 bzw. 10 ml 0,1 M NaOH-Lösung versetzt. Es folgte das Erhitzen 
des Gemischs auf 60 °C für eine Stunde unter Rückflusskühlung. Nach Abkühlen und Zuga-
be von 4 bzw. 1 ml 1 M HCl zum Neutralisieren, wurde die Suspension in einen 100 ml- bzw. 
25 ml-Messkolben durch Papierfilter filtriert und durch Nachwaschen des Filtrats mit 50% 
Methanol in Wasser auf 100,0 ml, bzw. 25,0 ml aufgefüllt. Vor der HPLC-Analyse wurde die 
Lösung noch durch einen Spritzenvorsatzfilter filtriert. Für jede Probe wurde die Bestimmung 
dreimal durchgeführt. 
 
Herstellung der Referenzlösung: Je 5 mg Picein und 15 mg Salicin wurden in je 25,0 ml Me-
thanol 80% gelöst. Zu der Salicinlösung wurden 5 ml der Piceinlösung gegeben und im 
Messkolben mit Wasser (Millipore®) auf 50,0 ml aufgefüllt. 
 
Die HPLC-Analyse von Referenz- und Untersuchungslösungen schloss sich (Bedingungen s. 
Tab. 2.3.3.1) an, wobei zunächst die Auflösung und damit die Eignung der stationären Phase 
(Säule) bestimmt wurde. Die HPLC-Säule wurde als geeignet angesehen, wenn die Auflö-
sung zwischen Picein und Salicin mindestens 1,5 betrug. Die Auflösung (Rs) errechnete sich 




Rtp = Retentionszeit von Picein [Min] 
Rts = Retentionszeit von Salicin [Min] 






b0,5s = Peakbreite auf halber Peakhöhe von Salicin 
 
Der Gehalt an Gesamtsalicylalkoholderivaten berechnete sich als Gesamtsalicin nach fol-










A1 = Fläche des Salicinpeaks in der Untersuchungslösung 
A2 = Fläche des Salicinpeaks in der Referenzlösung 
m1 = Eingewogene Menge von Extrakt oder Fraktion in g 
m2 = Eingewogene Menge der Referenzsubstanz Salicin in der Referenzlösung in g 
p = Reinheit der Referenzsubstanz Salicin in % (hier 99%) 
 
Tab. 2.3.3.1-1: HPLC-Bedingungen der Gesamtsalicingehaltsbestimmung nach Ph. Eur. 6.1, HPLC-System s. 
Tab. 2.3.2.3. 
Fließmittel  
Fließmittel A 98,2 Volumenteile H2O (Millipore®) mit 0,5% H3PO4 (p.A., 85%, Merck, Darm-
stadt, Deutschland) und 1,8 Volumenteile THF (s.u.) 
Fließmittel B Tetrahydrofuran (THF, Lichrosolv®, Merck, Darmstadt, Deutschland) 
Gradient 
 
Min Fließmittelzusammensetzung [%B in A] 
0 – 15 0% 
15 – 17 0%  10% 
17 – 23  10%  
23 – 25 10%  0% 
25 – 40 0%  
Einstellungen 
 
Temperatur Autosampler Raumtemperatur 
Temperatur Säulenofen Raumtemperatur 
Fließgeschwindigkeit 1,0 ml/min 
Injektionsvolumen 10 µl 
Detektionswellenlänge  270 nm 
Trennsäule 
 








Tab. 2.3.3.1-2: Verwendete Chemikalien/Verbrauchsmaterialien in Kapitel 2.3.3.1. 
Name Qualität Hersteller 
Picein ≥ 90% Extrasynthèse S.A., Genay, Frankreich 
Salicin > 99% Sigma-Aldrich, Steinheim, Deutschland 
Methanol Lichrosolv® HPLC-Qualität Merck, Darmstadt, Deutschland 
NaOH (0,1 mol/l) p.A. Merck, Darmstadt, Deutschland 
HCl (1 mol/l) p.A. Merck, Darmstadt, Deutschland 
Spritzenvorsatzfilter Minisart 16534 0,2 µm Po-
rengröße 
Sartorius AG, Göttingen, Deutschland 
Einmalspritzen B. Braun Injekt 1ml B. Braun Melsungen AG, Melsungen, Deutschland 
 
Des Weiteren wurde Salicin im Extrakt, in S1 und in S2 ohne vorherige alkalische Hydrolyse 
quantifiziert. Hier wurde wie oben beschreiben vorgegangen. Allerdings wurde die zu be-
stimmende Probe direkt in 50% Methanol gelöst und nachfolgend per HPLC analysiert ohne 
Erhitzen in NaOH. Alle Werte wurden dreifach bestimmt.  
 
 
2.3.3.2 Flavonoidgehaltsbestimmung  
 
Der Gesamtgehalt an Flavonoiden im Extrakt sowie in den Fraktionen S1 – S3 wurde mittels 
analytischer HPLC als Naringenin-7-O-β-glucosid bestimmt. Nach Lösen von ca. 30 mg Ex-
trakt oder Fraktionen (genau gewogen) in 10,0 ml (Messkolben) Methanol 20% (HPLC-
Qualität, bzw. Millipore®) und Filtrieren durch Spritzenvorsatzfilter (s. Tab. 2.3.3.1-2), wurden 
die Lösungen per analytischer HPLC durch Auftrennung an einer RP18-Säule und Detektion 
mittels DAD analysiert. Die Peakflächen der Peaks in den erhaltenen Chromatogrammen mit 
ähnlichen UV-Spektren wie das des Naringenin-7-O-β-glucosids (UV-Maxima bei 216, 282 
und 329 nm) wurden bei 282 nm bestimmt und addiert. Eine Gesamt-5-Punkt-
Kalibriergerade von Naringenin-7-O-β-glucosid (s. Tab. 2.3.1.1-2) wurde aus drei Kalibrierge-
raden, welche aus verschiedenen Einwaagen der Substanz gelöst in 20% Methanol herge-
stellt wurden, bei 282 nm bestimmt. Die Einwaagen lagen zwischen 0,08 und 4,1 mg in 10 ml 
(Messkolben). Die Konzentration der Gesamtflavonoide im Extrakt und in den Fraktionen 
errechnete sich aus den Gesamtpeakflächen der jeweiligen Chromatogramme mit Hilfe der 
Geradengleichung der Kalibriergerade und wurden in mg/10 ml ausgedrückt. Für die Be-
stimmung des prozentualen Gehalts wurde diese erhaltene Gesamtnaringenin-7-O-β-
glucosid-Konzentration in mg/10 ml Lösung in die Gesamtmenge [mg] umgerechnet, durch 
die Einwaage des Extraktes oder der Fraktion [mg] dividiert und mit 100% multipliziert. Die 







Tab. 2.3.3.2: HPLC-Bedingungen der Flavonoidgehaltsbestimmung, HPLC-System s. Tab. 2.3.2.3. 
Fließmittel  
Fließmittel A H2O (Millipore®) mit 0,1% THF (Lichrosolv, Merck, Darmstadt, Deutschland) 
Fließmittel B Methanol (HPLC-Qualität, Lichrosolv®, Merck, Darmstadt, Deutschland) 
Gradient bei Salicortin 
 
Min Fließmittelzusammensetzung [%B in A] 
0 – 45 20%  80% 
45 – 50 80%  
50 – 51  80%  20% 
51 – 60 20% 
Einstellungen 
 
Temperatur Autosampler 10 °C 
Temperatur Säulenofen 25 °C 
Fließgeschwindigkeit 0,6 ml/min 
Injektionsvolumen 20 µl 
Detektionswellenlänge  282 nm 
Trennsäule 
 
Hibar® 250-4 mm Kartusche mit Purospher Star® RP18-e (5 µm) und Vorsäule, Merck, Darmstadt, Deutschland.  
 
 
2.3.3.3 Bestimmung des Gerbstoffgehalts 
 
Der Gerbstoffgehalt in den Fraktionen und im Extrakt wurde nach einer Arzneibuchmethode 
(Ph. Eur. 6.0, Methode 2.8.14 [77]), welche von Glasl [74] leicht modifiziert wurde, durchge-
führt. Bei dieser Methode wurden zunächst die Gesamtpolyphenole mit Folin-Ciocalteus 
Phenolreagenz durch UV-metrische Messung bestimmt. Nach Adsorption der Gerbstoffe an 
Hautpulver erfolgte dieselbe Messung der übrig gebliebenen Polyphenole. Aus der Differenz 
errechnete sich der Gerbstoffgehalt.  
150 mg (genau gewogen) des Extraktes und der Fraktion S1, bzw. 25 mg der Fraktionen S2 
und S3 wurden in einem Erlenmeyerkolben mit ca. 60 ml, bzw. 30 ml Wasser (Millipore®) 
versetzt und 30 min lang bei 80-90 °C erhitzt. Nach Abkühlung unter fließendem Wasser und 
quantitativer Überführung in einen 100, bzw. 50 ml Messkolben, wurde durch Nachwaschen 
mit kaltem Wasser auf 100,0, bzw. 50,0 ml ergänzt. Es folgte die Filtration der Suspension, 
wobei die ersten 20 ml verworfen wurden. Der klare Überstand wurde zur Bestimmung des 
Gesamtpolyphenolgehalts mit Wasser (Millipore®) 1:5 verdünnt. Je 2,0 ml hiervon wurden mit 
1,0 ml Folin-Ciocalteus Phenolreagenz und 10 ml Wasser (Millipore®) versetzt. Diese Mi-
schung wurde mit Natriumcarbonatlösung 10,6% auf 25,0 ml (Messkolben) aufgefüllt. Nach 
15 Minuten erfolgte die photometrische Messung bei 691 nm, Wasser (Millipore®) diente als 
Kompensationsflüssigkeit. Zur Bestimmung der Polyphenole nach Adsorption an Hautpulver 
wurden 10 ml des oben beschriebenen klaren Überstands mit 100 mg Hautpulver versetzt 
und 60 min mit einem Orbitalschüttler geschüttelt. Nach Filtration der Lösung und 1:5 Ver-
dünnung mit Wasser (Millipore®) wurde analog der Gesamtpolyphenol-Gehaltsbestimmung 






Die modifizierte Arzneibuchmethode nach Glasl erlaubte es, auf eine Referenzsubstanz zu 
verzichten und sich stattdessen mit einem spezifischen Absorptionskoeffizienten von E1%  
1100 zu behelfen.   
 
Die Berechnung der an Hautpulver adsorbierenden Gerbstoffe und der Gesamtpolyphenole 








Agesamt = gemessene Absorption der Gesamtpolyphenollösung 
Anach Hauptpulver = gemessene Absorption der Lösung nach Adsorption an Hautpulver (übrig 
gebliebene Polyphenole) 
VF = Verdünnungsfaktor. Beim ersten Auffüllen der Probe auf 100 ml lag dieser Faktor bei 
6250, beim Auffüllen auf 50 ml bei 3125. 
m = Einwaage des Extraktes bzw. der Fraktion in g 
 
Tab. 2.3.3.3: Verwendete Chemikalien und Geräte in Kapitel 2.3.3.3. 
Name Qualität Hersteller 
Folin-Ciocalteus Phenolre-
agenz 
 Merck, Darmstadt, Deutschland 
Hautpulver Freiberger Hautpulver Filk, Freiberg, Deutschland 
Natriumcarbonat p.A. Merck, Darmstadt, Deutschland 
Orbitalschüttler Lab-Shaker Modell Kühner, B. Braun, Melsungen, Deutschland 
UV/VIS-Spektrometer Win UV, Varian, Darmstadt, Deutschland 
 
 
2.3.4 ICAM-1 Assay  
 
Im Rahmen der bioaktivitätsgeleiteten Fraktionierung wurden der bearbeitete Weidenrinden-
extrakt und seine weiteren Fraktionen im ICAM-1 Assay getestet. Der Extrakt wurde in 50 
µg/ml und 10 µg/ml, die Fraktion S1 in 37,5 µg/ml, S2 in 6,6 µg/ml und S3 in 5,7 µg/ml, je 
nach den Ausbeuten aus der Fraktionierung, getestet. Die Fraktionen F1-F8 sind in einer 
einheitlichen Konzentration von je 20 µg/ml untersucht worden. Als Lösungsmittel für Extrakt 






stanzaufgabe, Stimulation der Zellen und Messung der ICAM-1-Expression verhielten sich 
wie in Kapitel 3 unter 3.3.1.1.1-3.3.1.1.4 beschrieben. Auch hier diente Parthenolid als Posi-
tivkontrolle. Der Extrakt, S1, S2 und S3 wurden dreifach in Duplikaten, die Fraktionen F1-F8 





Für die statistische Auswertung wurde IBM SPSS Statistics 20 von IBM Deutschland GmbH 
(Ehningen, Deutschland) verwendet. Es wurde auf Mittelwertgleichheit im t-Test zweier un-











3. Entzündungshemmende Eigenschaften von Salicortin und Tre-




3.1 Hintergrund der in vitro Testungen 
 
In Kapitel 3 sollte die in vitro Aktivität von den in Kapitel 2 isolierten Substanzen Salicortin 
und Tremulacin untersucht werden. Sie wurden in zwei Zellkulturassays untersucht, dem 
ICAM-1 Assay sowie dem MTT Assay. Erläuterungen zu diesen beiden Assays sind unter 
3.1.1-3.1.3 zu finden. Außerdem wurde die Stabilität dieser beiden Substanzen unter Assay-
Bedingungen untersucht. Der Grund für diese Stabilitätsuntersuchung war die von Ruuhola 
et al. [29] beschriebene Beobachtung, dass Salicortin und andere Substanzen aus der Wei-
de mit einer 1-Hydroxy-6-oxo-2-cyclohexencarbonsäureester-Partialstruktur bei alkalischem 
pH-Wert über eine Hydrolyse der Esterbindung zunächst teilweise zum 1-Hydroxy-6-oxo-2-
cyclohexencarboxylat-Anion abgebaut werden. Dieses Anion wird weiter decarboxyliert zum 
2-Hydroxy-3-cylcohexenon, welches zur Oxidation und Aromatisierung zu Catechol neigt. 
Des Weiteren wurde schon für verschiedene Salicylalkoholderivate beschrieben, dass sie 
nach Abbau zu Salicin im menschlichen oder auch tierischen Körper weiter zu Saligenin mit 
Hilfe der β-Glucosidasen der Darmflora dekonjugiert und nachfolgend durch vermutlich in der 
Leber ablaufende Oxidation zur Salicylsäure metabolisiert werden [54]. Abbildung 3.1-1 zeigt 
diesen Abbau schematisch.  
 
 
Abb. 3.1-1: Schematischer Abbau von Salicortin zu Catechol und Salicylsäure im basischen Milieu nach Ruuhola et al. [29] und 
Steinegger und Hövel [54]. 
Dieser speziell für Salicortin gezeigte Abbau ist natürlich auch für Tremulacin möglich. In 






Instabilität neigt. Auch Ruuhola et al. [29] beschrieben die Instabilität von Tremulacin. Tremu-
lacin könnte mit dem Abbau zu Tremuloidin und 1-Hydroxy-6-oxo-2-cyclohexencarboxylat-
Anion und der weiteren Degradation des Letzteren ebenfalls Catechol liefern (s. Abb. 3.1-2). 
 
Abb. 3.1-2: Schematischer Abbau von Tremulacin zu Tremuloidin und dem 1-Hydroxy-6-oxo-2-cyclohexencarboxylat-Anion, 
welches wie in Abb. 3.1-1 zu Catechol weiter reagieren kann. 
 
Ob dieser Abbau beider Substanzen zu Catechol auch unter Assay-Bedingungen des ICAM-
1 Assays zu beobachten ist, wird unter anderem in Kapitel 3 beschrieben. 
 
 
3.1.1 Involvierung von ICAM-1 in Entzündungsmechanismen 
 
Im Körper ablaufende Entzündungsmechanismen sind äußerst komplex. Sehr oft spielt bei 
physiologischen Entzündungsprozessen der Kernfaktor NF-κB (nukleärer Faktor kappa B) 
eine Schlüsselrolle. Am häufigsten kommt NF-κB als Heterodimer bestehend aus einer p50 
und einer p65 Untereinheit vor. Dieses Heterodimer liegt im Zytoplasma normalerweise in 
einer inaktiven Form durch Bindung an das regulatorische (inhibierende) Protein IκB vor. NF-
κB kann durch die IKK (IκB-Kinase) vermittelte Phosphorylierung von IκB aktiviert werden. 
Durch die Phosphorylierung kann das Heterodimer aus dem Komplex heraustreten und in 
den Zellkern eindringen, wo es durch Bindung an Gensequenzen die Transkription proin-
flammatorischer Zytokine wie TNF-α, IL(Interleukin)-1β, IL-6 und IL-8 sowie von Zelladhäsi-
onsmolekülen wie E-Selektin, ICAM-1 (interzelluläres Adhäsionsmolekül 1) und VCAM-1 
veranlassen kann. Die Transkription von ICAM-1 wird in Endothelzellen durch die p65 Un-
tereinheit vermittelt [78]. 
In physiologischen Entzündungsprozessen sollen die sich im Gewebe befindlichen und stö-
renden Mikroorganismen oder andere Noxen durch die Infiltration von Leukozyten in das 
Gewebe lokalisiert, bekämpft und zerstört werden [79]. Um eine Migration der Leukozyten in 
das betroffene Gewebe zu gewährleisten, werden die Leukozyten durch Selektine wie das 
von Endothelzellen im Entzündungsfall exprimierte E-Selektin oder auch durch P-Selektin 
zunächst locker gebunden. Sie bewegen sich in der Folge nur noch langsam am Endothel 






Zytokin-vermittelte Aktivierung der Leukozyten geht die vorher lockere, Selektin-vermittelte 
Bindung in eine feste, durch nun Integrin-vermittelte Bindung an die Endothelzellen über. Die 
von den Leukozyten durch Aktivierung exprimierten Integrine binden hierbei fest an die da-
zugehörigen Rezeptoren auf den Endothelzellen aus der Immunglobulinfamilie wie die Adhä-
sionsmoleküle ICAM, VCAM-1 oder an Rezeptoren wie RAGE (receptor of advanced glycati-
on endproducts) [81]. ICAM-1 und ICAM-2 werden vom Endothel gebildet und binden an β2-
Integrine, ihre Produktion wird wiederum von IL-1, TNF-α oder Endotoxinen stimuliert [79]. 
Die folgende Migration der Leukozyten in das Gewebe wird Diapedese genannt und kann 
entweder para- (zwischen den Endothelzellen) oder transzellulär (durch die Endothelzellen 
hindurch) stattfinden. Neben der Beteiligung an der festen Bindung der Leukozyten an die 
Endothelzellen spielt ICAM-1 auch eine unterstützende Rolle bei der transzellulären Migrati-
on [80, 81]. 
Außer den durch Infektion oder Verletzung hervorgerufenen physiologisch wichtigen Entzün-
dungsprozessen, gibt es chronisch entzündliche Erkrankungen wie die der rheumatoiden 
Arthritis. Diese chronischen Entzündungen haben ein zerstörerisches Potential auf das be-
troffene Gewebe und meist keine offensichtliche Ursache [79]. In diesem Fall erfüllt die Ent-
zündung also keine Funktion, sondern es handelt sich vielmehr um eine Autoimmunerkran-
kung mit einer erhöhten Produktion von Entzündungsmediatoren durch die das betroffene 
Gewebe in Mitleidenschaft gezogen wird [82]. Den Zusammenhang zwischen entzündeten 
Knorpelgewebe bei Patienten mit rheumatoider Arthritis und einer pathologisch erhöhten 
ICAM-1 Expression zeigten Davies et al. [82]. Hier wurde vor einer Hüft- oder Kniege-
lenkserneuerung der geschädigte, entzündete Knorpel entnommen und nach Immunfärbung 
die Anwesenheit von ICAM-1 an den geschädigten Chondrozyten nachgewiesen. An gesun-
den, nicht geschädigten Chondrozyten wurde ICAM-1 nicht exprimiert. Des Weiteren konnte 
die Anwesenheit von IL-1 und TNF-α in Gelenkflüssigkeiten von Patienten mit rheumatoider 
Arthritis gezeigt werden [83]. ICAM-1 Expression kann durch TNF-α- oder IL-1-vermittelte 
Aktivierung von NF-κB stimuliert werden. TNF-α aktiviert hierbei NF-κB durch Aktivierung der 
IKK, wodurch die Dissoziation der p65- und der p50-Untereinheit von IκB veranlasst wird 
[84]. Dies hat wie oben beschrieben die Transkription verschiedener Entzündungsmediatio-
ren wie TNF-α, verschiedener Interleukine oder eben ICAM-1 zur Folge. 
TNF-α spielt eine wichtige Rolle in chronisch entzündlichen Erkrankungen. Beispielsweise 
konnte in einem Modell mit Kollagen induzierter Arthritis bei Mäusen die Schwellung der Pfo-
ten durch Gabe eines TNF-α-Antikörpers gemildert werden [85]. 
Zusammengefasst bedeutet dies, dass beim Entzündungsprozess das Zelladhäsionsmolekül 
ICAM-1 eine wichtige Rolle spielt. ICAM-1 vermittelt die feste Leukozytenadhäsion am En-
dothel und ermöglicht die Leukozyteninvasion in das entzündete Gewebe. Eine zentrale Rol-






TNF-α aktiviert werden kann, was unter anderem eine Transkription von ICAM-1 zur Folge 
hat. Die Überexpression von Zytokinen und Zelladhäsionsmolekülen in chronisch entzündli-
chen Erkrankungen ist das Kernproblem bei diesen Leiden und verursacht durch einherge-
hende Leukozyteninfiltration bei rheumatischen Erkrankungen auf Dauer die Zerstörung des 
Gelenkknorpels. Die in vitro Forschung an Hemmstoffen der TNF-α induzierten ICAM-1-
Expression an Endothelzellen (HMEC-1) bietet somit einen ersten Ansatz zur Ermittlung po-
tentiell antiinflammatorischer Wirkstoffe.  
 
 
3.1.2 ICAM-1 Assay als Entzündungsmodell in vitro 
 
Im ICAM-1 Assay wird ein Teil eines physiologischen Entzündungsprozesses in vitro simu-
liert. Durch die Zugabe des Zytokins TNF-α zu Endothelzellen wird die Expression von I-
CAM-1 in diesen Zellen stimuliert, ähnlich wie auch in entzündetem Gewebe die ICAM-1 
Produktion durch TNF-α-induzierte NF-κB-Aktivierung hervorgerufen wird (s. 3.1.1). Es han-
delt sich bei dem vorliegenden Assay natürlich nicht um eine echte Entzündungsreaktion, da 
diese nur in vivo durch komplexes Zusammenspiel mehrerer Faktoren entstehen kann und 
durch die charakteristischen Kardinalsymptome nach Celsus wie Schwellung (Tumor), Rö-
tung (Rubor), Schmerz (Dolor), Funktionseinschränkungen (Functio laesa) und Hitzeentwick-
lung (Calor) gekennzeichnet ist [86]. Allerdings spielt die ICAM-1-Expression eine wichtige 
Rolle bei Entzündungen (s. 3.1.1). 
Die etablierte Methode zur durchflusscytometrischen Bestimmung der TNF-α induzierten E-
Selektin-Expression in HUVEC-Zellen (human umbilica vein endothelial cells) [87] wurde für 
die durchflusscytometrischen Bestimmung der TNF-α induzierten ICAM-1-Expression in 
HMEC-1-Zellen modifiziert [88]. In beiden Assays wird die durchflusscytometrische Bestim-
mung durch die Zugabe eines FITC (Fluorescein-Isothiocyanat)-markierten Antikörpers ge-
gen ICAM-1 bzw. E-Selektin ermöglicht. Die Assays unterscheiden sich in den Inkubations-
zeiten mit den Testsubstanzen und mit TNF-α sowie im verwendeten Zelltypus. Verwendet 
werden im hier beschriebenen Testsystem humane, mikrovaskuläre Endothelzellen (HMEC-
1), welche durch Plasmid-vermittelte Virusgentransfektion immortalisiert wurden [89].   
Auf einen konfluent gewachsenen Zellrasen werden zunächst die Testsubstanzen gegeben. 
Nach einer halben Stunde Inkubationszeit erfolgt die Stimulation mit TNF-α und eine weitere 
Inkubation von 24 Stunden. Danach werden die Zellen durch Formalin fixiert und exprimier-
tes ICAM-1 durch Zugabe eines FITC-markierten Antikörpers kenntlich gemacht. Die Fluo-
reszenzintensität der Zellen wird nachfolgend mittels eines Durchflusscytometers (FACS, 
fluorescence activated cell sorting) bestimmt und ist direkt proportional zu der exprimierten 






rechnung der ICAM-1 Expression von 100% verwendet. Kontrollzellen ohne TNF-α-
Behandlung werden zur Ermittlung der natürlichen ICAM-1 Expression der HMEC-1-Zellen 
und Kontrollzellen mit Parthenolid- sowie TNF-α-Behandlung werden zur Funktionskontrolle 
des Assays mitgeführt. Da das Sesquiterpenlacton Parthenolid als Hemmstoff der IκB-
Phosphorylierung und damit auch der TNF-α induzierten ICAM-1-Expression bereits be-
schrieben wurde, ist es als Kontrollsubstanz geeignet [90]. Die Positivkontrolle Parthenolid 
wurde anfangs noch in einer Konzentration von 10 µM, später in einer Konzentration von 5 
µM mitgeführt. Es stellte sich mit der Erfahrung heraus, dass 5 µM Parthenolid noch ausrei-
chend aktiv waren und diese Konzentration für die Zellen besser geeignet ist, da der cytoto-
xische Effekt der Verbindung weniger zum Tragen kommt.  
 
 
3.1.3 MTT Assay als Cytotoxizitätsmodell 
 
Als Modell für die Cytotoxizität der getesteten Substanzen wurde der 1983 von Tim Mos-
mann entwickelte Assay mit dem Tetrazoliumsalz MTT (3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-
diphenyltetrazoliumbromid) unter leichter Modifikation verwendet [91]. Der Tetrazolring wird 
durch die Succinatdehydrogenase der Mitochondrien und Enzymen des endoplasmatischen 
Retikulums mit NADH oder NADPH als Cofaktor der lebenden Zellen reduktiv geöffnet [92], 
wodurch es zu einer Farbvertiefung von gelb zu blau durch Bildung eines Formazans mit 
stark konjugiertem Elektronensystem kommt (s. Abb. 3.1.3)  
 
Abb. 3.1.3:  Reduktion und Farbvertiefung des Tetrazoliumsalzes MTT (gelb) zu einem Formazan (tiefblau) durch Enzyme des 
endoplasmatischen Retikulums oder der Mitochondrien. 
 
Je nach Viabilität der Zellen ist die Blaufärbung dabei unterschiedlich stark, da tote Zellen 
ohne funktionierende Mitochondrien oder endoplasmatisches Retikulum keine Reduktion 
zum blauen Formazan verursachen. Die Intensität der Blaufärbung gibt also die Viabilität der 
Zellen wieder. Substanzen, welche die Viabilität der Endothelzellen beeinflussen, könnten 






wurden die Substanzen in beiden Assays getestet. Idealerweise sollten Substanzen in dem 
Konzentrationsbereich, in welchem sie aktiv sind, keinen Einfluss auf die Viabilität der Zellen 
zeigen. Selbstverständlich wurde hier mit den HMEC-1-Zellen der gleiche Zelltyp verwendet 
wie im ICAM-1 Assay (s. 3.1.2). Auch hier wachsen die Zellen zunächst konfluent an und die 
zu testende Substanz wird 24 Stunden mit den Zellen inkubiert. Es folgt die Zugabe des in 
Zellkulturmedium gelösten 3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazoliumbromids und 
eine weitere Inkubation von 3 Stunden. Die Zellen haben nun das Tetrazoliumsalz zu For-
mazan, das nicht mehr wasserlöslich ist, umgesetzt. Es befindet sich damit in den Zellen 
oder kristallisiert aus ihnen heraus. Die Zellen werden durch eine Tensid-haltige Lösung, 
welche auch das Formazan nachfolgend lösen kann, lysiert. Die Vermessung der Blaufär-
bung der Lösung erfolgt photometrisch bei 560 nm mit Hilfe eines Plattenlesers, da die Ver-
suche in 96-well Zellkulturplatten durchgeführt werden.  
 
 
3.2 Ergebnisse und Diskussion 
 
 
3.2.1 Aktivität von Salicortin und Tremulacin im ICAM-1 Assay 
 
Salicortin und Tremulacin wurden in vier unterschiedlichen Konzentrationen mit 10, 25, 50 
und 75 µM im ICAM-1 Assay getestet. Dabei zeigte sich, dass beide Substanzen in diesem 
Assay aktiv waren und die TNF-α induzierte ICAM-1 Expression konzentrationsabhängig 
hemmten (s. Abb. 3.2.1). Salicortin war dabei deutlich aktiver. 50 µM Salicortin reduzierten 
die ICAM-1-Expression auf 52,4%, Tremulacin in gleicher Konzentration auf 75,0%. Es ist für 
Salicylalkoholderivate wie Salicortin oder Tremulacin beschrieben worden, dass sie nach 
oraler Aufnahme zunächst im Darm zu Salicin hydrolisiert und nachfolgend enzymatisch zu 
Saligenin gespalten werden. Saligenin wiederum wird rasch zu Salicylsäure oxidiert [52, 54], 
s. 3.1. Um herauszufinden, ob die Aktivität von Salicortin und Tremulacin im ICAM-1 Assay 
auf ihre bereits beschriebenen Metabolite zurückzuführen sein könnte, wurden Salicin, Sali-
genin und Salicylsäure in einer Konzentration von 50 µM ebenfalls in diesem Assay getestet. 
Dabei stellte sich heraus, dass diese Substanzen einen sehr geringen bis gar keinen Einfluss 
auf die TNF-α induzierte ICAM-1-Expression hatten. Somit waren diese Metabolite, sofern 
sie überhaupt unter Zellkulturbedingungen entstehen können, nicht an der Aktivität von Tre-







Abb. 3.2.1: ICAM-1-Expression nach TNF-α Stimulation und 24 h Inkubation mit unterschiedlichen Salicortin- und Tremulacin-
Konzentrationen sowie mit 50 µM Salicin, Saligenin und Salicylsäure; Parthenolid diente als Positivkontrolle; nur mit TNF-α 
behandelte Zellen dienten der Ermittlung von 100% ICAM-1-Expression; n = 3 in Duplikaten; Mittelwert ± StabW. 
Im ICAM-1 Assay wird ein Teil einer physiologischen Entzündungsreaktion in vitro simuliert. 
Die partielle Hemmung der TNF-α induzierten ICAM-1-Expression durch Tremulacin und 
Salicortin ließ vermuten, dass diese Substanzen an der entzündungshemmenden Wirkung 
der Weidenrinde beteiligt sind. Die vorliegenden Ergebnisse zeigen auch, dass hierbei die 
Aktivität dieser beiden Substanzen nicht auf das häufig postulierte Wirkprinzip dieser Sa-
licylalkoholderviate, der Salicylsäure, zurückzuführen war.   
 
 
3.2.2 Stabilitätskontrolle von Salicortin und Tremulacin unter Zellkulturbedingungen 
 
Salicortin und Tremulacin gehören mit ihrer 1-Hydroxy-6-oxo-2-cyclohexencarbonsäureester-
Partialstruktur zu den labilen Salicylalkoholderivaten der Weidenrinde. Ruuhola et al. [29] 
zeigten, dass Salicortin und Tremulacin in neutralem Milieu bereits leicht instabil, in leicht 






über das 1-Hydroxy-6-oxo-2-cyclohexencarboxylat-Anion zum Catechol degradiert [29], s. 
3.1. Mit der Stabilitätskontrolle von Salicortin und Tremulacin sollte nun herausgefunden 
werden, ob sich dieser für Salicortin beschriebene Abbau zu Catechol auch unter ICAM-1-
Assay-Bedingungen in Zellkulturmedium bei Salicortin und Tremulacin ereignet. Da Catechol 
als entzündungshemmende Substanz beschrieben wurde [93, 94], s. Kapitel 4 (unter 4.1) 
und Kapitel 6 (unter 6.2.3), war dies von besonderem Interesse. Catechol als aktives Abbau-
produkt dieser 1-Hydroxy-6-oxo-2-cyclohexencarbonsäureester-Partialstruktur tragenden 
Moleküle könnte damit ein mögliches Wirkprinzip darstellen. 
Um dies herauszufinden, wurden beide isolierten Substanzen (s. Kapitel 2) analog zu den 
Assaybedingungen 24 Stunden in Zellkulturmedium inkubiert und nach definierten Zeitpunk-
ten Proben genommen. Nach Fällung der Proteine mit Methanol wurden in der filtrierten, 
überstehenden Lösung Catechol sowie Salicortin oder Tremulacin mit HPLC-DAD quantifi-
ziert. Die Abbildungen 3.2.2-1 und 3.2.2-2 zeigen Ausschnitte aus Chromatogrammen der 
HPLC-Läufe, mit denen Catechol, Salicortin und Tremulacin in den jeweiligen Proben quanti-
fiziert wurden. In beiden Abbildungen ist die Abnahme des Salicortin- bzw. des Tremulacin-
peaks und die deutliche Zunahme des Catecholpeaks zu beobachten.  
 
 
Abb. 3.2.2-1: Ausschnitte aus HPLC-Chromatogrammen der Stabilitätskontrolle von Salicortin in Zellkulturmedium bei 37 °C 
von Stunde 2, 4, 8, 12, 18 und 24 (von unten nach oben), aufgenommen bei 270 nm. Markiert sind der zunehmende Catechol- 
und der abnehmende Salicortinpeak. 
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Abb. 3.2.2-2: Ausschnitte aus HPLC-Chromatogrammen der Stabilitätskontrolle von Tremulacin in Zellkulturmedium bei 37 °C 
von Stunde 2, 4, 8, 12, 18 und 24 (von unten nach oben) bei 271 nm sowie bei 275 nm (kleiner Kasten). Markiert sind der zu-
nehmende Catechol- und Tremuloidinpeak sowie der abnehmende Tremulacinpeak. 
Interessanterweise konnte bei der Stabilitätskontrolle von Tremulacin in den Chromato-
grammen die merkliche Zunahme eines weiteren Peaks im Verlauf der 24 Stunden beobach-
tet werden. Nach der massenspektrometrischen Analyse dieses Peak, konnte die Masse 
dieses Signals als diejenige von Tremuloidin identifiziert werden ([M+COO-]- m/z 435). Wäh-
rend der Inkubation in Zellkulturmedium wurde demnach durch die Abspaltung des 1-
Hydroxy-6-oxo-2-cyclohexencarboxylat-Anions Tremulacin zu Tremuloidin abgebaut und das 
abgespaltene Anion zu Catechol decarboxyliert und oxidiert.  
 
Auch die Abb. 3.2.2-3 macht deutlich, dass Salicortin über 24 Stunden Inkubation im Zellkul-
turmedium nicht stabil ist. Die Konzentration von Salicortin nahm im Verlauf von 24 Stunden 
von 25 µM (100%) auf 3,07 ± 2,66 µM (12,3% ± 10,6%) ab. Bei Salicortin wurden noch zwei 
weitere Messpunkte nach 36 und 48 Stunden hinzugezogen. Nach 36 Stunden war kein Sa-
licortin mehr zu detektieren. Catechol war bereits beim ersten Messpunkt nach 2 Stunden 
Inkubation mit einer Konzentration von 3,22 µM ± 0,57 µM detektierbar. Die Catecholkon-
zentration stieg bis zum Zeitpunkt von 8 Stunden weiter an, dann blieb sie einigermaßen 
konstant und pendelte sich über den weiteren Zeitverlauf bei ca. 10 µM ein. 
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Abb. 3.2.2-3: Abbau von Salicortin zu Catechol während 48 Stunden Inkubation in Zellkulturmedium bei 37 °C. Maximale Sa-
licortinkonzentration = 25 µM; n = 3; Mittelwert ± StabW. 
Auch bei der Stabilitätskontrolle von Tremulacin war bereits beim ersten Zeitpunkt eine Ca-
techolkonzentration von 0,94 µM ± 0,27 µM messbar (s. Abb. 3.2.2-4). Insgesamt stieg hier 
im Verlauf von 24 Stunden die Catecholkonzentration jedoch nicht so stark an wie es bei 
Salicortin der Fall war. Maximal wurden 6,74 µM ± 2,24 µM Catechol bestimmt.  
 
Abb. 3.2.2-4: Abbau von Tremulacin zu Catechol während 24 Stunden Inkubation in Zellkulturmedium bei 37°C. Maximale 
Tremulacinkonzentration = 25 µM; n = 3; Mittelwert ± StabW. 
Tremulacin war im Zellkulturmedium instabiler als Salicortin, schon nach 2 Stunden Inkubati-
on waren im Mittel nur noch 18,8% der anfangs 25 mikromolaren Lösung übrig. Die Konzen-
tration sank über 24 Stunden stetig. Nach 24 Stunden war bereits kein Tremulacin mehr in 







3.2.3 Aktivität von Catechol im modifizierten ICAM-1 Assay 
 
Die Ergebnisse aus den Stabilitätsuntersuchungen zeigten, dass weder Salicortin noch Tre-
mulacin unter ICAM-1-Assay-Bedingungen stabil sind. Sie wurden teilweise zu Catechol ab-
gebaut. Da Catechol entzündungshemmende Eigenschaften besitzt, ergibt sich die Frage, ob 
Catechol das wirksame Prinzip von Tremulacin und Salicortin im ICAM-1 Assay ist. Um die-
ser Frage nachzugehen, wurde der ICAM-1 Assay modifiziert. Die Stabilitätskontrolle von 
Salicortin zeigte, dass nach 8 Stunden im Zellkulturmedium ca. 10 µM Catechol aus 25 µM 
Salicortin entstanden waren und die Konzentration von Catechol über die verbleibende Zeit 
annähernd konstant blieb. Daher wurde der ICAM-1 Assay so geändert, dass auf konfluente 
HMEC-Zellen zunächst TNF-α zur ICAM-1-Stimulation gegeben wurde und erst 8 Stunden 
später 10 µM Catechol. 24 Stunden nach TNF-α-Zugabe wurden die Zellen wie gewohnt 
aufgearbeitet. Mit dieser ICAM-1 Assay-Modifikation sollte der Abbau von Salicortin zu Cate-
chol besser simuliert werden.  
 
 
Abb. 3.2.3: ICAM-1-Expression nach 24 h Inkubation mit TNF-α und 16 h Inkubation mit 10 µM Catechol; Parthenolid diente als 
Positivkontrolle; nur mit TNF-α behandelte Zellen dienten der Ermittlung von 100% ICAM-1-Expression; n = 3 in Duplikaten; 
Mittelwert ± StabW. 
Abb. 3.2.3 zeigt, dass 10 µM Catechol nach 16 Stunden die ICAM-1-Expression auf 74,8% ± 
4,3% senkten. Da diese Menge Catechol aus 25 µM Salicortin freigesetzt wurde, wurde nun 
dieses Ergebnis mit der Aktivität von 25 µM Salicortin im ICAM-1 Assay verglichen. 25 µM 






Dies ist ein Wert, der im vergleichbaren Bereich zur Aktivität von 10 µM Catechol nach 16-
stündiger Inkubation liegt. Offensichtlich erschienen diese Werte jedoch nicht völlig gleich. 
Da die Freisetzung von Catechol aus Salicortin allerdings ein dynamischer Prozess ist, durf-
ten diese Werte als gut vergleichbar betrachtet werden. Statistisch konnte kein signifikanter 
Unterschied zwischen der ICAM-1-Expressions-Hemmung von 25 µM Salicortin nach 24-
stündiger Inkubation und der ICAM-1-Expressions-Hemmung von 10 µM Catechol nach 16-
stündiger Inkubation festgestellt werden (p > 0,05). Das legt nahe, dass nicht Salicortin 
selbst, sondern sein Abbauprodukt Catechol für die Aktivität im ICAM-1 Assay verantwortlich 
ist. Gleiches gilt auch für Tremulacin. Aus der gleichen Stoffmenge von Tremulacin (25 µM) 
entstand weniger Catechol, entsprechend war Tremulacin auch weniger aktiv im ICAM-1 
Assay. Dies bestätigt die Vermutung, dass Catechol für den ICAM-1 Assay das entzün-
dungshemmende Prinzip von Salicortin und Tremulacin und damit vermutlich allgemein von 




3.2.4 Cytotoxizitäts (MTT)-Assay mit Salicortin, Tremulacin und Catechol 
 
Salicortin, Tremulacin und Catechol waren aktiv im ICAM-1 Assay und konnten die TNF-α 
induzierte ICAM-1-Expression in unterschiedlichem Ausmaß hemmen. Dabei stellte sich 
heraus, dass Catechol als ein Abbauprodukt von Salicortin und Tremulacin für diese an-
tiphlogistische Wirkung im ICAM-1 Assay verantwortlich ist. Daher wurden alle drei Substan-
zen auf ihre Cytotoxizität im MTT-Assay mit HMEC-Zellen untersucht, um eine gleichzeitige 
cytotoxische Wirkung dieser drei Substanzen auf die verwendeten Zellen ausschließen zu 
können. Es wurden jeweils neun verschiedene Konzentrationen zwischen 5 und 500 µM ge-
testet. Der auch im ICAM-1 Assay getestete Konzentrationsbereich von Tremulacin und Sa-
licortin zwischen 10 und 100 µM zeigte im MTT-Assay keine negative Auswirkung auf die 
Viabilität der Zellen (s. Abb. 3.2.4-1 und Abb. 3.2.4-2). Somit ist der interessante Konzentra-
tionsbereich dieser beiden Testsubstanzen unkritisch und nicht cytotoxisch für Endothelzel-
len. Salicortin wirkte sich erst ab 300 µM, Tremulacin ab 200 µM negativ auf die Viabiliät der 
HMEC-Zellen aus. Damit kommt eine cytotoxische Wirkung beider Substanzen erst in höhe-









Abb.3.2.4-1: MTT-Assay mit HMEC-Zellen, die mit Lösungen von Salicortin in ECGM (Nährmedium) von 5 bis 500 µM versetzt 
wurden; Kontrollzellen nur mit ECGM dienten der Ermittlung von 100% Viabilität; *p < 0,05 und *** p < 0,001 gegenüber Kon-
trollzellen; n = 3 in Hexaplikaten. 
 
 
Abb. 3.2.4-2: MTT-Assay mit HMEC-Zellen, die mit Lösungen von Tremulacin in ECGM (Nährmedium) von 5 bis 500 µM ver-
setzt wurden; Kontrollzellen nur mit ECGM dienten der Ermittlung von 100% Viabilität; ***p < 0,001 gegenüber Kontrollzellen; n 
= 3 in Hexaplikaten.  
Bei Catechol war ab einer Konzentration von 5 µM ein geringfügiger, nicht dosisabhängiger 
aber signifikanter Unterschied der Viabilität der Zellen gegenüber den Kontrollzellen zu be-
obachten (s. Abb. 3.2.4-3). Die Viabilität wurde hier jedoch nicht stark eingeschränkt und 
schwankte zwischen 5 und 100 µM im Bereich um ca. 90%. Erst ab einer Konzentration von 
200 µM konnte eine dosisabhängige Einschränkung der Zellviabilität beobachtet werden. 
Diese Ergebnisse sind zufriedenstellend, da die getestete Konzentration von Catechol im 
ICAM-1 Assay bei 10 µM lag und hier zwar ein signifikanter Unterschied der Viabilität gegen-
über der Kontrollzellen auszumachen war (p < 0,01), dies aber moderat war und sich mit 







Abb. 3.2.4-3: MTT-Assay mit HMEC-Zellen, die mit Lösungen von Catechol in ECGM (Nährmedium) von 5 bis 500 µM versetzt 
wurden; Kontrollzellen nur mit ECGM dienten der Ermittlung von 100% Viabilität; **p < 0,01 und *** p < 0,001 gegenüber Kon-
trollzellen; n = 3 in Hexaplikaten. 
 
 
3.2.5 Zusammenfassung und Ausblick 
 
In Kapitel 3 konnte gezeigt werden, dass die in Kapitel 2 isolierten Salicylalkoholderivate 
Tremulacin und Salicortin im ICAM-1 Assay aktiv waren. Sie stellen damit potentiell antiin-
flammatorische Wirkstoffe aus der Weidenrinde dar. Es konnte für den ICAM-1 Assay wider-
legt werden, dass Salicylsäure als Metabolit das entzündungshemmende Prinzip beider 
Strukturen darstellt. Vielmehr wurde gezeigt, dass das Abbauprodukt Catechol das wirksame 
Prinzip von Tremulacin und Salicortin im untersuchten in vitro Assay ist. Diese in vitro Er-
kenntnis trägt bereits zum weiteren Verständnis des wirksamen Prinzips der Weidenrinde 
bei. Im weiteren Verlauf dieser Arbeit soll der Abbau dieser Salicylalkoholderivate anhand 
von Salicortin auf seine in vivo Relevanz durch orale Applikation der Substanz in Ratten un-
tersucht werden. Ferner wird in Kapitel 6 die pharmakologische Wirkung von Salicortin in 
einem in vivo Entzündungsmodell untersucht. Auch hier soll die in vivo Relevanz der ICAM-1 
Assay Ergebnisse ermittelt werden.  
Stabilitätsuntersuchungen unter Zellkulturbedingungen für in vitro aktive Substanzen sind 
demnach äußerst wichtig, um zum einen keine voreiligen Schlüsse zur pharmakologisch ak-
tiven Struktur zu ziehen und zum anderen, Erkenntnisse zum Wirkprinzip dieser Substanzen 
zu erhalten. Entsprechend sollten in Zellkultur getestete Verbindungen zunächst auf ihre 
Stabilität unter Assaybedingungen untersucht werden, um einen höheren Erkenntnisgewinn 
zu ihrer Wirkung zu erhalten. Des Weiteren sollten noch andere Substanzen mit einer 1-






auf ähnliches Verhalten wie Tremulacin und Salicortin untersuchen werden, um die bereits 
getroffenen Untersuchungen zu ergänzen.  
 
 
3.3 Experimenteller Teil 
 
 
3.3.1 Zellkultur – HMEC-1-Zellen 
 
Für die Durchführung des ICAM-1 Assays und des MTT Assays wurden eine humane mikro-
vaskuläre Endothelzelllinie (Human Microvascular Endothelial Cell Line 1, HMEC-1) verwen-
det, welche freundlicherweise von Herrn Dr. E. Ades und Herrn F. J. Candal vom CDC (USA) 
sowie von Herrn Dr. T. Lawley von der Emory University (USA) zur Verfügung gestellt wur-
den. Da es sich hier um Endothelzellen handelte, welche durch plasmidvermittelte Virusgen-
transfektion immortalisiert waren [89], wuchsen diese Zellen adhärent und wurden vor jedem 
Passagieren zu einer konfluenten, einzelligen Schicht kultiviert. Des Weiteren war es nötig, 
alle Zellkulturbehältnisse vor Inkubation mit den Zellen mit einer dünnen Schicht Kollagen 
auszukleiden („Coating“), um ein gutes Anwachsen, eine hohe Zellviabilität und ein späteres 
Ablösen der Zellen zu gewährleisten [95]. Dies geschah durch 20-minütige Inkubation (Inku-
bator, 37 °C, 5% CO2) des jeweiligen Behältnisses mit einer Kollagen-Lösung und nachfol-
gendem Absaugen dieser Lösung. Die Zellen wurden in 75 cm2 großen Zellkulturflaschen in 
Zellkulturmedium (ECGM, Endothelial Cell Growth Medium) bei 37 °C und 5% CO2 im Inku-
bator kultiviert. Wenn der Zellrasen konfluent gewachsen war (mikroskopische Beurteilung), 
wurden die Zellen wieder abgelöst und verdünnt neu ausgesät (passagiert). Hierbei war es 
nötig, die Zellen zunächst mit ca. 20 ml einer PBS-Puffer-Lösung zu waschen, daraufhin mit 
ca. 3 ml einer Trypsin-EDTA-Lösung durch 5-minütiges Inkubieren im Inkubator abzulösen 
und diese schließlich in ca. 40 ml Abstoppmedium aufzunehmen. Diese Zellsuspension wur-
de bei 1000 U/min 5 Minuten zentrifugiert, das Abstoppmedium abgesaugt, die Zellen in 
Zellkulturmedium wieder suspendiert und in der gewünschten Verdünnung mit Zellkulturme-













HMEC-1-Zellen wurden zunächst in einer 24-well Platte, welche zuvor mit Kollagen gecoatet 
wurde (s. 3.3.1), konfluent kultiviert. Nach Entfernung des Zellkulturmediums aus jedem Well 
und Durchführung eines Waschschritts mit ca. 200 µl PBS-Puffer je Well, schloss sich die 
Zugabe von 495 µl der zu testende Substanzlösung in entsprechender Konzentration in Zell-
kulturmedium an. Es folgte eine dreißigminütige Inkubation der Testlösungen mit den Zellen 
bei 37°C und 5% CO2.  
Die konzentrierten Stammlösungen der Substanzen wurden entweder in DMSO oder direkt 
in Zellkulturmedium hergestellt, wobei die Endkonzentration von DMSO im Assay durch vor-
heriges Verdünnen der Testlösungen mit Zellkulturmedium hierbei nie größer als 0,1% war. 
Als Positivkontrolle diente Parthenolid (5 µM). Es wurden 5 µl einer 50 µM Parthenolid-
Lösung (in Zellkulturmedium, frisch hergestellt) zu 490 µl vorgelegtem Zellkulturmedium in 
die Wells gegeben und anschließend 30 Minuten inkubiert. Des Weiteren wurde stets eine 
Kontrolle, welche 500 µl des Zellkulturmediums pro Well enthielt und ein TNF-α-Ansatz, wel-
cher 495 µl des Zellkulturmediums enthielt und später noch mit TNF-α versetzt werden sollte, 
mitgeführt.  
Jede zu testende Probe, auch die Positivkontrolle, die Kontrolle und die TNF-α-Gruppe, wur-
de in doppelten Ansätzen (Duplikate) je Assay analysiert. Getestet wurden Salicortin und 
Tremulacin in den Endkonzentrationen 10, 25, 50 und 75 µM sowie Salicin, Saligenin und 






Zur Stimulation der ICAM-1-Expression wurden außer zur Kontrollgruppe nach der 30-
minütigen Inkubation mit den Testsubstanzen in jedes Well 5 µl einer TNF-α Lösung (1 µg/ml 
in Zellkulturmedium, frisch hergestellt) gegeben, sodass jedes Well außer bei der Kontrolle 
10 ng/ml TNF-α enthielt. Eine weitere Inkubation von 24 Stunden bei 37 °C und 5% CO2 







3.3.1.1.3 Aufarbeitung der Zellen mit einem FITC-markiertem ICAM-1-Antikörper für die 
FACS-Analyse 
 
Nach 24 Stunden Inkubation wurden die Zellen durch Zugabe mit ca. 200 µl PBS-Puffer ge-
waschen, anschließend mit 200 µl einer Trypsin-EDTA-Lösung und 5-minütiger Inkubation 
bei 37 °C und 5% CO2 abgelöst und durch Überführen in FACS-Röhrchen mit 100 µl einer 
Formalin-Lösung fixiert. Nach einer Inkubationszeit bei Raumtemperatur von 15 Minuten 
schloss sich ein Waschschritt mit der Zugabe von 1000 µl PBS-Puffer, kurzem Vortexen und 
Zentrifugieren (5 min, 1200 U/min) an. Der Überstand wurde verworfen und die fixierten Zel-
len mit 5 µl einer Lösung mit Fluorescein-Isothiocyanat (FITC)-markierten Mausantikörpern 
gegen ICAM-1 versetzt. Nach 20-minütiger Inkubation bei Raumtemperatur unter Lichtaus-
schluss wurde überschüssiger freier Antikörper durch einen erneuten Waschschritt mit 1000 
µl PBS-Puffer entfernt (s.o.) und die Zellen daraufhin in 400 µl PBS-Puffer suspendiert, um 
dann ihre Fluoreszenzintensität im Durchflusscytometer (FACS) zu vermessen. 
 
 
3.3.1.1.4 FACS-Analyse und Auswertung 
 
Mit Hilfe eines Durchflusscytometers konnten zunächst die Zellen nach ihrer Granularität 
(Seitwärtsstreulicht, SSC) und Größe (Vorwärtsstreulicht, FSC) ausgewählt werden und da-
mit nur die Fluoreszenzintensität dieser selektierte Population detektiert werden. Es wurden 
pro Ansatz (Well) 5000 Zellen vermessen. Die Fluoreszenzintensität einer nachträglich noch 
einmal definierten Population wurde mit der Software WinMDI Version 2.9 ausgewertet. Die 
durchschnittliche Fluoreszenzintensität der nur mit TNF-α behandelten Zellen stellte dabei 
die ICAM-1-Expression von 100% dar und war damit der Referenzwert mit dem alle anderen 
prozentualen ICAM-1-Expressionen berechnet wurden. 
 
Tab. 3.3.1.1.4: Geräteeinstellungen FACS. 
Name und Hersteller Durch-
flusszytometer 
Becton Dickinson FacscaliburTM, Becton Dickinson, Franklin, USA 
Software CellQuestPro, Becton Dickinson, Franklin, USA 
Anregungswellenlänge 495 nm 
Emissionswellenlänge 519 nm 
FSC 10-1 V 
SSC 320 V 
Spannung FL 1 500 V 








3.3.1.2 Modifizierter ICAM-Assay 
 
Im Fall der speziellen Analyse der ICAM-1-Expressionshemmung einer 10 µM Catechollö-
sung, wurde die zu testende Lösung erst 8 Stunden nach TNF-α-Zugabe zugefügt. Bis auf 
die Modifizierung des zeitlichen Ablaufs von Substanz- und TNF-α-Zugabe blieb der restliche 
Verlauf des Assays gleich (s. 3.3.1.1). 
 
 





HMEC-Zellen wuchsen in einer zuvor mit Kollagen gecoateten (s. 3.3.1) 96-well Platte zu-
nächst konfluent an. Nach Absaugen des Zellkulturmediums wurden 100 µl der zu testenden 
Substanzlösungen in Zellkulturmedium auf die Zellen gegeben. Jede Konzentration wurde 
pro Assay auf 6 aufeinanderfolgende Wells verteilt und vermessen. Analysiert wurden je 9 
unterschiedliche Konzentrationen von Catechol, Salicortin und Tremulacin zwischen 5 und 
500 µM in jeweils drei unabhängigen Versuchen. Um Randeffekte zu vermeiden, enthielten 
die äußeren Wells keine zu testende Lösung, sondern nur PBS-Puffer. Eine Kontrolle beste-
hend aus sechs Wells mit unbehandelten Zellen, die je 100 µl Zellkulturmedium ohne 
Testsubstanzen enthielten, wurde stets mitgeführt. Es folgte eine 24-stündige Inkubation der 
Zellen mit den Testlösungen im Inkubator (37 °C, 5% CO2). 
 
 
3.3.1.3.2 MTT-Aufgabe und Auflösung der Zellen 
 
Nach 24-stündiger Inkubation wurden die Testlösungen und das Kontrollmedium vorsichtig 
durch Absaugen entfernt, je 100 µl einer 10%-igen MTT-Lösung in Zellkulturmedium hinzu-
gegeben und 3 Stunden in den Inkubator gestellt. Hierauf folgte das Absaugen der MTT-
Lösung, die Zugabe von 100 µl einer 10%-igen wässrigen SDS-Lösung pro Well und die In-








3.3.1.3.3 Bestimmung der Absorption und Auswertung 
 
Mit Hilfe des Plattenlesegeräts Tecan Spectra Fluor plus (Tecan Group Ltd, Männedorf, 
Schweiz) konnte die Absorption jedes einzelnen Wells bei 560 nm gemessen werden. Die 
Absorption der Wells mit Kontrollzellen wurde hierbei als 100% Viabilität festgelegt und dien-
te damit als Referenzwert auf den alle anderen Ergebnisse bezogen wurden. 
 
 
3.3.1.4 Verwendete Geräte, Chemikalien, Verbrauchsmaterialien und Zellkulturmedien in 
Kapitel 3.3.1 
 
Viele Verbrauchsmaterialien in der Zellkultur konnten steril verpackt erworben werden. Wenn 
dies nicht der Fall oder mit zu hohen Kosten verbunden war, wurden die Verbrauchsmateria-
lien durch Autoklavieren oder Hitzesterilisation selbst sterilisiert.   
 
Tab. 3.3.1.4-1: Verwendete Chemikalien/Verbrauchsmaterialien in Kapitel 3.3.1. 
Name Qualität/Beschreibung Hersteller 
Kollagen G 4 mg/ml from bovine calf skin Biochrom AG, Berlin, Deutsch-
land 
DMSO p.A. 99,90% Merck, Darmstadt, Deutschland 
FACS-Röhrchen (Zentrifugenröhrchen) 5 ml Polystyren Round Bottom Tube Becton Dickinson, Franklin, 
USA 
FITC-markierter ICAM-1 Antikörper Mouse Anti Human CD54 FITC Biozol, Eching, Deutschland 
FKS – fetales Kälberserum Hitzeinaktiviert Biochrom AG, Berlin, Deutsch-
land 
MTT - Thiazolyl Blue Tetrazolium Bro-
mide 
99% Sigma-Aldrich, Steinheim, 
Deutschland 
Parthenolid ≥ 97% Calbiochem, Bad Soden, 
Deutschland 
Pipetten, serologische steril, 5 – 50 ml TPP, Trasadingen, Schweiz 
D-Salicin ≥ 98% Carl Roth GmbH, Karlsruhe, 
Deutschland 
2-Hydroxybenzylalkohol (Saligenin) 99% Sigma-Aldrich, Steinheim, 
Deutschland 
Salicylsäure ≥ 99% Sigma-Aldrich, Steinheim, 
Deutschland 
Salicortin 96,2% Isolat, siehe Kapitel 2, 2.3.2.1 






TNF-α ≥ 95% Sigma-Aldrich, Steinheim, 
Deutschland 
Tremulacin 85,7% Isolat, siehe Kapitel 2, 2.3.2.1 
Trypsin/EDTA Konzentrat (10x) 10fach konzentriert für die Zellkultur 
(zum Verdünnen mit PBS-Puffer auf 
0,5% / 0,2%)) 
Biochrom AG, Berlin, Deutsch-
land 
Zellkulturflasche  Cellstar 75 cm2, 250 ml Greiner bio-one, Frickenhau-
sen, Deutschland 







Tab. 3.3.1.4-2: Verwendete Zellkulturmedien/-lösungen in Kapitel 3.3.1. 
Name Zusammensetzung/Hersteller 
Abstoppmedium Medium 199 (PAN Biotech GmbH, Aidenbach, Deutschland) + 10% FKS  
Kollagen-Lösung für das Coating 500 ml PBS-Lösung + 1,25 ml Kollagen G (0,25% V/V) 
PBS-Puffer  
(Dulbeccos phosphate buffered saline) 
Sigma-Aldrich, Steinheim, Deutschland 
 
SDS-Lösung 10% (m/V) SDS in Reinstwasser 
Trypsin/EDTA Lösung PBS-Puffer + 10% (V/V) Trypsin-EDTA-Konzentrat 
Zellkulturmedium 500 ml Endothelial Cell Growth Medium (ECGM) + 23,5 ml supplements + 
3,5 ml antibiotics (alle: Provitro, Berlin, Deutschland) + 50 ml FKS 
 
Tab 3.3.1.4-3: Verwendete Geräte in Kapitel 3.3.1. 
Funktion Name Hersteller 
Autoklav Melag Autoklav 23 Melag Medizintechnik, Berlin, Deutschland  
Inkubator, Einstellung immer bei 37°C und 5% CO2 New Brunswick Scientific, Edison, USA 
Pipetten  Eppendorf Research® Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland 
Reinstwasseranlage Astacus Membra Pure MembraPure GmbH, Bodenheim, Deutschland 
Sterilwerkbank   HeraSafe KS Thermo scientific, Langenselbold, Deutschland 
Zentrifuge Heraeus Megafuge 1.0 R Sepa-
tech,  
Thermo scientific, Langenselbold, Deutschland  
 
 
3.3.2 Stabilitätskontrolle von Salicortin und Tremulacin unter ICAM-1 Assay Bedingungen 
 
 
3.3.2.1 Inkubation und Probenaufarbeitung 
 
Proben einer 50 µM Lösung von Salicortin oder Tremulacin gelöst in ECGM wurden mit 500 
µl/Well in einer 24-Well-Platte für insgesamt 24 Stunden (Tremulacin), bzw. 48 Stunden (Sa-
licortin) in den Inkubator gestellt. Nach 2, 4, 8, 12, 18 und 24 Stunden wurde eine Probe von 
400 µl entnommen, bei Salicortin zusätzlich auch nach 36 und 48 Stunden. Mit der Zugabe 
von 400 µl Methanol und der anschließenden 20-minütigen Zentrifugation bei 14000 U/min 
und 10 °C erfolgte die Fällung der Proteine aus dem Zellkulturmedium. Die überstehende 
Lösung wurde daraufhin durch Nanosep-Filter durch 30-minütiges Zentrifugieren bei 14000 
U/min und 10°C filtriert. Hierauf schloss sich die Analyse dieses Filtrats mittels analytischer 
HPLC an. Die Stabilitätsuntersuchung wurde für beide Substanzen und jeden Zeitpunkt in 3 
unabhängigen Versuchen durchgeführt. 
 
 
3.3.2.2 Quantifizierung von Catechol, Salicortin und Tremulacin aus den Proben der Stabi-
litätuntersuchungen 
 
In den aufgearbeiteten Proben (beschrieben in 3.3.2.1) wurde Catechol als Abbauprodukt 






tration der jeweiligen Ausgangssubstanz Salicortin oder Tremulacin bestimmt. Die Quantifi-
zierung erfolgte mittels analytischer HPLC und Dioden-Array-Detektor (DAD) unter Verwen-
dung eines wässrig-methanolischen Fließmittelsytems an einer RP18-Trennsäule. Die Re-
tentionszeiten lagen bei 14,3 min für Catechol, bei 20,9 min für Salicortin und bei 36,3 min 
für Tremulacin. Es wurde für jede Substanz eine Kalibriergerade als Mittelwert aus drei un-
abhängig voneinander ermittelten Kalibriergerade errechnet. Für jede Substanz wurden mit 
drei verschiedenen Einwaagen drei Stammlösungen in Methanol hergestellt, welche mit Me-
thanol auf die gewünschten Konzentrationen verdünnt wurden. Für die Kalibriergeraden wur-
den die Peakflächen von 1, 2,5, 5, 10, 20, 40, 60 und 100 µM Catechol und Salicortin sowie 
von 1, 3, 8, 5, 17 und 25 µM Tremulacin ermittelt. Mit Hilfe der Geradengleichungen der Ka-
libriergeraden konnte dann nach Bestimmung der jeweiligen Peakflächen in den Proben die 
Konzentration von Catechol, Salicortin und Tremulacin berechnet werden. Aus den Kalibrier-
geraden ergaben sich folgende Geradengleichungen mit den dazugehörigen Korrelationsko-
effizienten (R2):  
Catechol: y = 20074x – 20086; R2 = 0,9936; Salicortin: y = 8186,3x – 29412; R2 = 0,9911 
und Tremulacin: y = 10970x – 6254,2; R2 = 0,9947. 
 
Tab. 3.3.2.2: HPLC-Bedingungen der Stabilitätskontrolle, HPLC-System s. Tab. 2.3.2.3. 
Fließmittel 
 
Fließmittel A H2O (Millipore®) mit 0,1% THF (Tetrahydrofuran Lichrosolv®, Merck, Darmstadt, 
Deutschland) 
Fließmittel B Methanol (Lichrosolv®, Merck, Darmstadt, Deutschland) 
Gradient 
 
Min Fließmittelzusammensetzung [%B in A] 
0 – 45 20% B  80% B 
45 – 50 80% B  20% B 
51 – 60  20% B  
Einstellungen 
 
Temperatur Autosampler 4 °C 
Temperatur Säulenofen 30 °C 
Fließgeschwindigkeit 0,6 ml/min 






















Für die statistische Auswertung wurde IBM SPSS Statistics 20 von IBM Deutschland GmbH, 
(Ehningen, Deutschland) verwendet. Es wurde auf Mittelwertgleichheit im t-Test zweier un-










4.1 Hintergrund des Tiermodells  
 
Wie in Kapitel 3 gezeigt wurde, ist Salicortin unter Zellkulturbedingungen nicht stabil und wird 
zu Catechol abgebaut. Es stellte sich ebenfalls heraus, dass die Aktivität von Salicortin in 
dem in Kapitel 3 vorgestellten in vitro Entzündungsassay (ICAM-1 Assay) auf sein Abbau-
produkt Catechol zurückzuführen ist. Den Abbau von Salicortin zu Catechol in vitro im alkali-
schen Milieu oder in der Gegenwart von Blattenzymen zeigten zuvor schon Ruuhola et al. 
[29], s. Kapitel 3 unter 3.1.  
Catechol ist demnach neben Salicylsäure ein weiterer möglicher entzündungshemmender 
Metabolit von Salicortin. Seine potentiell antiphlogistischen Eigenschaften wurden neben den 
Ergebnissen aus Kapitel 3 auch von Ma und Kinneer [93] sowie von Zheng et al. [94] in vitro 
beschrieben. Ma und Kinneer zeigten, dass Catechol die LPS (Lipopolysaccharid)-induzierte 
TNF-α-Expression in Makrophagen senkt. Zheng et al. demonstrierten die Hemmung der 
LPS-induzierten NF-κB-Aktivierung, der Stickstoffmonoxid (NO)- und der TNF-α-Produktion 
in BV-2 Mikrogliazellen durch Catechol. Auch für das Catecholderivat Hydroxytyrosol (Hyd-
roxyethylcatechol), einem Inhaltsstoff von Olivenöl, wurden in vitro antiinflammatorische Ei-
genschaften beschrieben [96]. 
Eine weitere Arbeitsgruppe zeigte außerdem, dass unter verschiedenen isolierten Verbin-
dungen aus Zweigen von Salix pseudo-lasiogyne nur solche mit einer 1-Hydroxy-6-oxo-2-
cyclohexencarbonsäureester-Partialstruktur die LPS-induzierte NO-Produktion in BV-2 
Mikrogliazellen reduzieren konnten [62]. Diese 1-Hydroxy-6-oxo-2-cyclohexencarbonsäure-
Partialstruktur ist wie in Kapitel 3 bereits ausführlich beschrieben die Grundvoraussetzung für 
die Bildung von Catechol. Dies führt zu der Frage, ob diese Verbindungen mit der genannten 
Partialstruktur auch aufgrund ihrer Instabilität und ihres Abbaus zu Catechol unter Assaybe-
dingungen in dem von Yang et al. [62] beschriebenen Assay aktiv waren.  
Die Bildung von Catechol scheint dementsprechend das wirksame Prinzip von Verbindungen 
mit einer 1-Hydroxy-6-oxo-2-cyclohexencarbonsäureester-Partialstruktur wie Salicortin dar-
zustellen. Bisher wurde allerdings noch nicht geklärt, ob Catechol auch in vivo ein Abbau-
produkt von Salicortin ist und damit auch in vivo ein wirksames Prinzip von Salicortin darstel-
len könnte. Die in vivo Relevanz der in vitro Ergebnisse aus Kapitel 3 sollte das Tiermodell 






Salicortin in einer Dosierung von 100 mg/kg Körpergewicht peroral verabreicht. Ihnen wurde 
daraufhin nach definierten Zeitpunkten Blut abgenommen. Aus den hieraus gewonnen Seren 
sollten dann Catechol und auch Salicylsäure nach einer vorher optimierten und validierten 
Methode quantifiziert werden. 
 
 
4.2. Ergebnisse und Diskussion 
 
 
4.2.1 Aufarbeitung der Serumproben, HPLC-Methode und Validierung 
 
In Kapitel 7.3.3 wird eine optimierte und validierte Aufarbeitungs- und HPLC-Methode für die 
Quantifizierung von Catechol und Salicylsäure aus enzymatisch aufgearbeiteten menschli-
chen Serumproben vorgestellt. Als Validierungsparameter wurden Kalibrierung, Wiederfin-
dung, Präzision des Geräts, Quantifzierungs- sowie Detektionsgrenzen für Catechol und Sa-
licylsäure herangezogen. Vergleichende unter 4.2.1.1 vorgestellte Untersuchungen von auf-
gearbeiteten Serumproben des Menschen und der Ratte zeigten, dass sich Catechol und 
Salicylsäure in der jeweiligen Matrix so ähnlich verhalten, dass auf eine zusätzliche Ermitt-
lung dieser Parameter mit Rattenserum unter Ausnahme der Wiederfindung verzichtet wer-
den konnte. An dieser Stelle sei auf die Validierungsparameter in Kapitel 7 unter 7.2.2.1 so-
wie auf die Aufarbeitungs- und HPLC-Methode in Kapitel 7 unter 7.3.3 verwiesen.  
 
 
4.2.1.1 Vergleichbarkeit von Human- und Rattenserum 
 
 
4.2.1.1.1 Vergleichbarkeit der Selektivität 
 
Die in Kapitel 7 vorgestellte HPLC-Methode zur Quantifizierung von Catechol und Salicylsäu-
re nach enzymatischer Aufarbeitung war sowohl in menschlichem Serum als auch im Rat-
tenserum angemessen selektiv. Es traten im Bereich des Catechol- (16,8 min) und des Sa-
licylsäurepeaks (52,1 min) keine Störsignale auf. Die Abbildungen 4.2.1.1.1-1 und 4.2.1.1.1-2 
veranschaulichen dies. Abbildung 4.2.1.1.1-1 zeigt die Abwesenheit von Störsignalen für 
Salicylsäure bei 301 nm und für Catechol bei 275 nm in Kontrollseren von Mensch und Rat-
te. Die Abbildung 4.2.1.1.1-2 gibt die erfolgreiche Abtrennung der Salicylsäure- und Cate-







Abb. 4.2.1.1.1-1: HPLC-Chromatogramm bei 301 nm (links) und 275 nm (rechts) von Kontrollseren (Ratte = grün, Mensch = 
schwarz) ohne Störpeaks bei den Retentionszeiten von Catechol (16,8 min) und Salicylsäure (52,1 min). 
 
Abb. 4.2.1.1.1-2: HPLC-Chromatogramme bei 301 nm (links) und 275 nm von Serumproben (Ratte = schwarz, Mensch = grün). 
Die Chromatogramme zeigen Salicylsäure bei 301 nm 1,5 h nach WRE-Einnahme (Mensch) und 4 h nach Salicortin-Applikation 
p.o. (Ratte), Catechol bei 275 nm 0,5 h nach WRE-Einnahme und 1 h nach Salicortin-Applikation.  
 
Da nicht nur bei der Selektivität der Methode für diese beiden Matrices, sondern auch bei 
Betrachtung des Gesamtverlaufs der Chromatogramme kein erheblicher Unterschied zwi-
schen aufgearbeiteten Ratten- und Humanseren festzustellen war, konnte die für menschli-
che Seren entwickelte Methode auch für die Aufarbeitung von Rattenseren verwendet wer-
den. Dies wurde des Weiteren durch sehr ähnliche Ergebnisse der Wiederfindungsversuche 
von Catechol und Salicylsäure aus den beiden Matrices deutlich, wie im Folgenden unter 
4.2.1.1.2 beschrieben ist.  
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4.2.1.1.2 Vergleichbarkeit der Wiederfindung 
 
Durch Vergleich der Ergebnisse aus den Wiederfindungsversuchen mit Catechol aus Rat-
tenserum mit den Ergebnissen von Catechol aus menschlichem Serum, konnte im t-Test 
zweier unabhängiger Stichproben kein signifikanter Unterschied zwischen der Wiederfindung 
von Catechol aus den beiden Matrices in allen getesteten Konzentrationsbereichen festge-
stellt werden (p > 0,1). Die Mittelwerte aus den Wiederfindungsversuchen und die dazugehö-
rigen Standardabweichungen sind in Tabelle 4.2.1.1.2 aufgeführt.  
 
Tab 4.2.1.1.2: Ergebnisse der Wiederfindungsversuche mit Catechol, Salicylsäure und Methylcatechol (IS) aus 
menschlichem Serum und Rattenserum. Angegeben sind die Mittelwerte und Standardabweichungen in %, n = 5. 
Matrix Probe 
Wiederfindung  
Mittelwert [%] Standardabweichung [%] 
Mensch 2 µM Catechol 99,09 8,92 
 8 µM Catechol 93,33 10,27 
 16 µM Catechol 83,40 8,63 
Ratte 2 µM Catechol 92,14 8,54 
 8 µM Catechol 81,42 2,17 
 16 µM Catechol 90,51 4,23 
Mensch 
 2 µM Salicylsäure 85,34 6,10 
 10 µM Salicylsäure 76,91 4,78 
 20 µM Salicylsäure 80,38 6,23 
Ratte 
 2 µM Salicylsäure 95,82 7,33 
 10 µM Salicylsäure 84,40 3,37 
 20 µM Salicylsäure 91,36 6,50 
Mensch 9 µM Methylcatechol 88,70 2,76 
Ratte 9 µM Methylcatechol 88,88 3,43 
 
Auch die Wiederfindung des internen Standards aus menschlichem Serum und aus Ratten-
serum war laut t-Test (unverbundene Stichproben) gleich (p > 0,6). Lediglich für die Wieder-
findung von Salicylsäure aus den beiden Matrices konnte keine Gleichheit gezeigt werden. 
Hier lag bei allen Konzentrationsbereichen ein signifikanter Unterschied vor (p < 0,05). Da 
die Werte dennoch in ähnlichen Bereichen lagen, die Selektivität der Methode wie oben be-
schrieben sehr gut und außerdem die Analytik von Catechol von weit höherem Interesse war 
als die von Salicylsäure, wurden weitere Validierungsschritte zur Salicylsäure mit Rattense-








4.2.2 Catechol- und Salicylsäurekonzentration im Serum von Wistar-Ratten nach peroraler 
Applikation von Salicortin und enzymatischer Aufarbeitung der Serumproben  
 
Durch die Salicortin-Applikation per Schlundsonde in männlichen Wistar-Ratten sollte geklärt 
werden, ob Salicortin auch in vivo zu Catechol abgebaut wird und dieses damit einen mögli-
chen wirksamen Metaboliten von Salicortin darstellt (s. 4.1). Aus dem nach definierten Zeit-
punkten abgenommenen Blut wurde Serum gewonnen, dieses enzymatisch mit Sulfatase 
und β-Glucuronidase aufgearbeitet, extrahiert und nachfolgend mit HPLC-DAD analysiert. 
Die folgende Abbildung zeigt, dass Catechol als Metabolit von Salicortin im Serum der Rat-
ten tatsächlich detektierbar war. 30 Minuten nach Salicortin-Gabe wurde im Serum bereits 
die Maximalkonzentration von 13,0 µM erreicht. 
 
  
Abb. 4.2.2-1: Catecholkonzentration in enzymatisch aufgearbeiteten Seren von männlichen Wistar-Ratten nach  
oraler Salicortin-Gabe von 100 mg/kg KG; n = 7 pro Zeitpunkt; Mittelwert + StabW.  
 
Diese fiel nach vier Stunden auf 1,5 ± 0,9 µM ab, wobei nach acht Stunden noch immer 2,6 ± 
0,6 µM zu finden waren. Eine AUC0-8h von 35,4 µM∙h und eine Halbwertszeit von 0,97 h wur-
den bestimmt (s. Tab. 4.2.2). Somit konnte erstmalig gezeigt werden, dass Catechol einen in 
vivo Metabolit des am häufigsten in der Weidenrinde vorkommenden Salicylalkoholderivats 
Salicortin und damit ein mögliches wirksames Prinzip von Verbindungen mit einer 1-Hydroxy-
6-oxo-2-cyclohexencarbonsäureester-Partialstruktur in vivo darstellt. Die Metabolisierung zu 
Catechol verlief zudem mit tmax = 0,5 h sehr schnell.  
Die teilweise großen Standardabweichungen lassen sich durch starke interindividuelle 
Schwankungen erklären, da für jeden Zeitpunkt sieben unterschiedliche Tiere zur Verfügung 






nach verschiedenen Zeitpunkten vom gleichen Tier Blut zu nehmen, da im Rahmen dieses 
Pilotversuch zunächst zu viel Blut pro Zeiteinheit abgenommen werden musste.  
Ähnliche Schwankungen waren bei der Analytik von Salicylsäure in diesen Seren zu be-
obachten. Das An- und Abfluten war hier nicht so eindeutig wie im Fall von Catechol, aber 
auch Salicylsäure war als Metabolit von Salicortin identifizierbar. Die Maximalkonzentration 
von Salicylsäure in den Rattenseren wurde erst nach vier Stunden mit 10,9 µM erreicht. Eine 
AUC0-8h von 54,4 µM∙h sowie eine Halbwertszeit von 2,4 h wurde bestimmt (s. Tab. 4.2.2). 
Acht Stunden nach Salicortin-Applikation waren noch 3,3 ± 0,9 µM Salicylsäure in den Rat-
tenseren detektierbar (s. Abb. 4.2.2.-2).  
 
 
Abb. 4.2.2-2: Salicylsäurekonzentration in enzymatisch aufgearbeiteten Seren von männlichen Wistar-Ratten nach oraler Sa-
licortin-Gabe von 100 mg/kg KG; n = 7 pro Zeitpunkt; Mittelwert + StabW.  
 
Wenn man die AUCs der beiden Salicortin-Metabolite Salicylsäure und Catechol vergleicht, 
so ist die Bioverfügbarkeit von Salicylsäure gegenüber Catechol ungefähr anderthalbfach 
höher. Frühere Untersuchungen zeigten, dass es unter bestimmten sauren Bedingungen 
möglich ist, dass Salicortin zu Salicoylsalicin derivatisiert [24]. Dementsprechend könnte die 
1-Hydroxy-6-oxo-2-cyclohexencarbonsäureester-Partialstruktur entweder zu Catechol und 
Salicin oder zu Salicoylsalicin abgebaut werden. Salicoylsalicin wiederum könnte zwei Mole-
küle Salicylsäure liefern, was die höhere Bioverfügbarkeit von Salicylsäure aus Salicortin 
gegenüber Catechol erklären würde. Diese Theorie wurde allerdings von Buß [97] widerlegt. 
In dieser Dissertation wurde die Bioverfügbarkeit von Salicylsäure nach oraler Salicortingabe 
im Vergleich zur oralen Salicingabe in gesunden Probanden untersucht. Hierbei war die mit 
Hilfe der AUC ermittelte Bioverfügbarkeit von Salicylsäure nach Salicortingabe geringer als 
nach Salicingabe. Bei semimolarer Gabe von Salicortin im Vergleich zu Salicin lag die 






tet, dass die niedrigere Bioverfügbarkeit von Catechol gegenüber Salicylsäure in der vorlie-
genden Arbeit entweder an der weniger vollständig ablaufenden Metabolisierung, an der ge-
ringeren Stabilität von Catechol im Blut der Ratten oder an einer möglichen höheren Ge-
websverteilung von Catechol im Vergleich zu Salicylsäure liegen könnte. Catechol mit einem 
pks-Wert von 9,25 [98] liegt bei physiologischem pH-Wert des Serums im Gegensatz zur Sa-
licylsäure eher als ungeladenes Molekül vor. Insofern Catechol noch nicht konjugiert wurde, 
könnte es als ungeladenes und kleines Molekül im Vergleich zum geladenen Salicylsäure-
carboxylat-Anion schneller und effektiver in das umliegende Gewebe diffundieren.  
 
Tab. 4.2.2.: Pharmakokinetische Parameter von Catechol und Salicylsäure aus enzymatisch aufgear-
beiteten Rattenseren nach oraler Salicortin-Gabe (100 mg/kg KG) , n = 7 pro Zeitpunkt. 
Catechol cmax [µM] tmax [h] t1/2 [h] AUC0-8h [µM∙h] 
Mittelwert 13,0 0,5 0,97 35,4 
Salicylsäure cmax [µM] tmax [h] t1/2 [h] AUC0-8h [µM∙h] 
Mittelwert 10,9 4,0 2,40 54,4 
 
 
4.2.3 Catechol- und Salicylsäurekonzentration in nicht enzymatisch aufgearbeiteten Seren 
von Wistar-Ratten nach peroraler Applikation von Salicortin  
 
Die drei Serumproben, welche den höchsten Catecholgehalt nach enzymatischer Aufarbei-
tung aufwiesen, wurden zusätzlich nicht mit den oben genannten Enzymen versetzt, ansons-
ten aber wie die enzymatisch aufgearbeiteten Proben bearbeitet. Nach HPLC-Analyse konn-
te hier in keiner der Proben ein Catecholsignal detektiert werden. Dieses Ergebnis zeigte, 
dass Catechol nur konjugiert (als Sulfat oder Glucuronid) vorlag, bzw. dass die Menge des 
freien Catechols unter dem Detektionslimit des DAD lag.  
Diese Proben wurden ebenfalls massenspektrometrisch untersucht. Hierbei konnte die Mo-
lekülmasse des Catecholsulfats leicht gefunden werden (m/z 188,9859 [M]- gegenüber m/z 
188,9863 [M]- laut Berechnung). Die Molekülmasse des Catecholglucuronids trat hingegen in 
der Peakliste des Massenspektrometers nicht auf, konnte aber händisch als sehr kleines 
Signal gefunden werden (m/z 285,0616 [M]-). 
Salicylsäure lag ihm Serum frei vor, da die Flächen des Salicylsäurepeaks ohne enzymati-








4.2.4 Catecholkonzentration im Serum von Wistar-Ratten nach peroraler Applikation von 
Salicortin und nur partieller enzymatischer Aufarbeitung der Serumproben  
 
Ein Teil der Serumproben wurde entweder nur mit Sulfatase oder nur mit β-Glucuronidase 
versetzt. Wie in 4.2.3 wurden die drei Serumproben bearbeitet, welche den höchsten Cate-
cholgehalt nach enzymatischer Aufarbeitung aufwiesen.  
Nach Aufarbeitung nur mit β-Glucuronidase konnte wenig Catechol per DAD detektiert und 
quantifiziert werden, beim Versetzen nur mit Sulfatase hingegen deutlich mehr. Hierbei stell-
te sich näherungsweise heraus, dass das Catecholglucuronid ungefähr 13,8% ± 8,4% und 




4.2.5 Zusammenfassung und Ausblick 
 
In Kapitel 4 konnte gezeigt werden, dass Salicortin auch in vivo nach oraler Aufnahme zu 
Catechol abgebaut wird. Catechol scheint damit neben der Salicylsäure ein möglicher wirk-
samer Metabolit von Salicylalkoholderivaten mit einer 1-Hydroxy-6-oxo-2-cyclohexen-
carbonsäureester-Partialstruktur und damit auch ein zusätzliches wirksames Prinzip der 
Weidenrinde zu sein. Im vorliegenden Tiermodell mit männlichen Wistar-Ratten kam Cate-
chol nicht frei im Blut, sondern konjugiert vor. Im Phase-II-Metabolismus wird die Substanz 
hauptsächlich mit Sulfat und nur zu einem geringen Teil mit Glucuronsäure konjugiert (zur 
Diskussion der Wirksamkeit von Phase-II-Metaboliten siehe Kapitel 5 unter 5.2.3). 
In der Literatur wurde bereits mehrfach beschrieben, dass verschiedene Salicylalkoholderi-
vate nach Aufnahme zunächst zu Salicin hydrolysiert, nachfolgend zu Saligenin dekonjugiert 
und schließlich zu Salicylsäure oxidiert werden [51-54]. Nachdem dies bereits im Menschen 
für Salicortin bei isolierter Gabe beschrieben wurde [97], konnte im vorliegenden Tiermodell 
dies erstmals im Tier bestätigt werden.  
Die vorliegende Untersuchung zum Metabolismus von Salicortin in vivo ist ein Pilotversuch 
zur Klärung der Frage, ob Catechol auch in vivo ein Metabolit von Salicortin ist. Die Berech-
nung der pharmakokinetischen Parameter war aufgrund der kleinen Gruppen mit je relativ 
wenigen Individuen, der starken individuellen Schwankungen der Serumkonzentrationen 
sowie durch den kurzen Zeitraum von acht Stunden nicht vollständig, beziehungsweise nicht 
genau genug möglich. Zur genaueren Berechnung der pharmakokinetischen Parameter soll-
te dieser Versuch mit mehr Individuen über einen Zeitraum von 24 Stunden (wie bei der 






wert, nicht pro Zeitpunkt eine Gruppe von Tieren zu haben, sondern eine Gesamtgruppe, bei 
welcher den Tieren über den Zeitraum von 24 Stunden immer wieder Blut abgenommen 
wird. Dies könnte insgesamt die Anzahl der Tiere verringern und außerdem eine weniger 
starke Streuung der Serumkonzentrationen bedeuten. Die Verwendung einer Verweilkanüle 
in Ratten ist prinzipiell möglich [99], jedoch müsste zum Wohlergehen der Tiere die abge-
nommene Blutmenge sehr gering gehalten werden, was wiederum die Quantifizierung aus 
den Seren erschwert. Allerdings wurde die Aufarbeitungsmethode der Seren so optimiert, 
dass auch kleine Volumina Serum (bis zu 50 µl) aufgearbeitet werden könnten. Damit sollte 
diese Variante des Versuchsaufbaus praktisch umsetzbar sein. Ferner wäre eine genauere 
Analyse des Verhältnisses von Catecholsulfat zu Catecholglucuronid interessant. Aus Zeit-
gründen wurden hier nur drei Proben analysiert. Die Auswertung aller Proben bezüglich die-
ser Fragestellung gäbe größeren Aufschluss zu den Metabolisierungswegen des Catechols. 
Des Weiteren wäre die Untersuchung der Gewebsverteilung von Catechol und Salicylsäure 
interessant. Dies könnte Erklärungen zu den unterschiedlichen Bioverfügbarkeiten von Cate-
chol und Salicylsäure liefern. 
Grundsätzlich ist die Tatsache, dass Catechol als Metabolit von Salicortin quantifizierbar war, 
ein interessantes Ergebnis, welches zur Aufklärung des Wirkprinzips von Salicylalkoholderi-
vaten mit einer 1-Hydroxy-6-oxo-2-cyclohexencarbonsäureester-Partialstruktur und damit der 
Weidenrinde beiträgt. Die antiinflammatorische Wirksamkeit von Salicortin in Abgrenzung 
zum Salicin wird im Folgenden in Kapitel 6 in einem Entzündungsmodell im Tier untersucht. 
Hier wird eine eventuelle Überlegenheit der Wirksamkeit von Salicortin mit seinen zwei mög-
lichen Metaboliten Catechol und Salicylsäure gegenüber Salicin mit seinem möglichen Meta-
bolit Salicylsäure analysiert. Dadurch soll ein Beitrag zur Beantwortung der Frage geleistet 
werden, ob Catechol tatsächlich an der entzündungshemmenden Aktivität des Salicortins 
und damit der Weidenrinde beteiligt ist.  
 
 





Alle Tierversuche bis zur Serumgewinnung wurden am Institut für Pharmakologie der Phar-
mazeutischen Fakultät der Universität Kairo in Kairo (Ägypten) unter der Leitung von Prof. 






86/609/EEC und nach vorheriger Genehmigung der Ethikkommission für Tierversuche der 





Männliche Wistar-Ratten mit einem Körpergewicht von 150-200 g wurden von der „Animal 
Breeding Unit of the National Ophthalmology Institute“ in Giza (Ägypten) bezogen. Die Tiere 
wurden mindestens eine Woche vor den Versuchen im Tierstall zur Eingewöhnung gehalten. 
Sie erhielten eine Standard-Diät (Pellets) und Wasser zur freien Verfügung. Die Raumtempe-
ratur lag bei 22 °C ± 2 °C, die Luftfeuchtigkeit wurde ebenfalls konstant gehalten. Des Weite-
ren wurde ein Hell-Dunkel-Rhythmus von je 12 Stunden eingehalten. 
 
 
4.3.1.2 Salicortin-Applikation, Blutnahme und Serumgewinnung 
 
Vor Salicortin-Gabe erhielten die Tiere 24 h keine Nahrung, aber Wasser zur freien Verfü-
gung. Das isolierte Salicortin (vgl. Kapitel 2 unter 2.2.5.1) wurde in Wasser gelöst und mit 
Hilfe einer Schlundsonde oral in einer Dosierung von 100 mg/kg Körpergewicht (KG) appli-
ziert. Je sieben Tiere wurden pro Zeitpunkt (0, 0,5, 1, 2, 4 und 8 Stunden nach Applikation) 
nach dem Zufallsprinzip in eine Gruppe eingeteilt. Zu den definierten Zeitpunkten nach Sa-
licortin-Gabe wurden die Tiere mit Ether leicht betäubt, Vollblut entnommen und getötet. Das 
Blut wurde sofort für 15 Minuten bei 3000 U/min zentrifugiert (K2015 multi-micro Zentrifuge, 
Centurion Scientific Ltd, Großbritannien) und das abdekantierte Serum bis zur weiteren Ana-
lyse bei – 80 °C aufbewahrt.  
 
 
4.3.2 Analytik der Serumproben  
 










Für die statistische Auswertung wurde IBM SPSS Statistics 20 von IBM Deutschland GmbH 
(Ehningen, Deutschland) verwendet. Es wurde auf Mittelwertgleichheit im t-Test zweier un-
abhängiger Stichproben getestet. 
 
 
4.3.4 Pharmakokinetische Parameter 
 
Für die Berechnung der pharmakokinetischen Parameter wurde das Programm WinNonlin 
6.3 der Firma Pharsight, St. Louis, USA verwendet. Aufgrund der wenigen Messwerte und 
der unregelmäßigen Konzentrations-Zeit-Verläufe konnte nur die AUC von 0 bis 8 Stunden 
bestimmt werden. Versuchsweise wurden die Halbwertszeiten aus dem Abfall der Konzent-
rationen bei Catechol zwischen Stunde 1 und 4, bei Salicylsäure zwischen Stunde 4 und 8 
berechnet. Die Bestimmung der Standardabweichung für die einzelnen Parameter war nicht 
möglich. 
Die Berechnung der pharmakokinetischen Parameter erfolgte durch Dr. Martin Kees, Klinik 










5. Synthese des Catecholmetabolits Catecholglucuronid und seine 






5.1.1 Hintergrund der Testung von Metaboliten 
 
Viele Polyphenole, insbesondere Flavonoide sind in in vitro Testsystemen positiv auf ihre 
pharmakologische Aktivität getestet worden. Inzwischen hat sich allerdings herausgestellt, 
dass diese pharmakologisch aktiven, unkonjugierten Substanzen äußerst selten bis gar nicht 
im Blut von Probanden nach peroraler Einnahme wiederzufinden sind [100, 101]. Aus die-
sem Grund wurde gefordert, dass mehr physiologisch relevante, also in vivo tatsächlich zir-
kulierende Derivate der getesteten Substanzen in den in vitro Testsystemen zu untersuchen 
sind [102]. Damit sind vor allem die Konjugate der Substanzen gemeint, welche tatsächlich 
im Blut und im Gewebe ankommen. Die meisten Polyphenole werden im Phase-II-
Metabolismus bei der Darmwandpassage oder in der Leber mit Glucuronsäure und/oder Sul-
fat konjugiert, auch Methylierungen einer Hydroxylfunktion zu Methylethern und typische 
Phase-I-Reaktionen sind möglich [100]. Für Catechol sind diesbezüglich noch keine Daten in 
der Literatur beschrieben worden. Prinzipiell waren somit drei Phase-II-Metaboliten denkbar: 
Catecholglucuronid, Catecholsulfat und Catecholmethylether (Guajacol), bzw. dessen 
Glucuronid und Sulfat, s. Abb 5.1.1:  
 
 






Vor allem wurde erwartet, dass Catechol als Polyphenol zu Catecholglucuronid und Cate-
cholsulfat im Phase-II-Metabolismus konjugiert wird, da dies auch bei Hydroxytyrosol, wel-
ches dem Catechol als Hydroxyethylcatechol sehr ähnlich ist [103], und bei Flavonoiden mit 
einer Catecholpartialstruktur beobachtet wurde (z.B. bei Quercetin, [101]). Tatsächlich stellte 
sich aber sowohl bei den in vivo Untersuchungen mit Ratten (s. Kapitel 4) als auch in der 
klinischen Studie mit gesunden Freiwilligen (s. Kapitel 7) heraus, dass Catechol im Serum 
nach peroraler Aufnahme des Vorläufermoleküls Salicortin bzw. des Weidenrindenextraktes 
hauptsächlich als Sulfat und nur zu einem sehr geringen Teil als Glucuronid konjugiert vor-
lag. Das Methylierungsprodukt Guajacol konnte in den Serumproben per HPLC-DAD hinge-
gen nicht identifiziert werden, genauso wie das unkonjugierte, freie Catechol.  
Es wurde aber bereits vorher mit der Synthese des Catecholglucuronids begonnen, um mit 
der in vitro Testung von physiologisch relevanteren Phase-II-Konjugaten beginnen zu kön-
nen. Nach erfolgreicher Synthese des Catecholglucuronids sollte dieses in dem vorher schon 
verwendeten ICAM-1 Assay (s. Kapitel 3) auf seine Aktivität überprüft werden.  
 
 
5.1.2 Hintergrund der Glucuronidsynthese 
 
Für die Synthese von Glycosiden hat sich die sogenannte Königs-Knorr-Methode [104] 
durchgesetzt. Das Prinzip dieser bereits 1901 publizierten Methode beruht auf der nukleophi-
len Substitution eines Alkohols mit einem durch Acetylgruppen geschützten Zuckerhalogenid 
in der Gegenwart von Silbersalzen. Königs und Knorr setzten ursprünglich α-
Acetobromglucose durch Lösen in Methanol mit selbigem in Gegenwart von Silbercarbonat 
zu Tetraacetyl-β-methylglucosid um [104]. Verschiedenste Reaktionsmechanismen für diese 
Reaktion sind bereits diskutiert worden. Durch die Inversion am sterischen Zentrum trifft wohl 
am ehesten die Annahme zu, dass es sich um eine nukleophile Substitution zweiter Ord-
nung, eine SN2-Reaktion handelt [105]. Die Hydroxylgruppen des eingesetzten Glycosylhalo-
genids müssen dabei durch Acetylgruppen geschützt werden, damit sie nicht selbst in einer 
nukleophilen Substitution mit weiteren Glycosylhalogenidmolekülen reagieren. Diese 
Schutzgruppen können nach erfolgreicher Reaktion durch sanfte alkalische Hydrolyse leicht 
wieder entfernt werden.  
Bei der gewünschten Catecholglucuronidsynthese bestand der Hauptunterschied zu der ur-
sprünglich publizierten Königs-Knorr-Reaktion darin, dass statt α-Acetobromglucose Ace-
tobromo-α-D-glucuronsäuremethylester als Glycosylhalogenid, Catechol anstelle von Metha-
nol und Silber(I)oxid statt Silbercarbonat eingesetzt werden sollte. Zur Durchführung der 






Der Reaktionsmechanismus sollte wie bei Königs und Knorr in einer SN2-Reaktion verlaufen. 




Abb. 5.1.2: Schema der Glucuronidierungsreaktion von Catechol mit Acetobromo-α-D-glucuronsäuremethylester. Bei der mut-
maßlichen SN2-Reaktion kommt es zur Inversion am sterischen Zentrum des Glucuronsäureesters unter Ausbildung einer β-D-
glycosidischen Bindung.  
Das Silbersalz liegt bei der Methode nach Königs und Knorr immer ungelöst vor. Es wird 
angenommen, dass die Substitutionsreaktion wie in Abb. 5.1.2 dargestellt an der Oberfläche 
des Feststoffes stattfindet [105].  
 
 
5.2 Ergebnisse und Diskussion 
 
 
5.2.1 Synthese des Catecholglucuronids 
 
 
5.2.1.1 Synthese der geschützten Catecholglucuronidvorstufe (peracetylierter Catechol-
glucuronsäuremethylester) 
 
Für die Synthese des Catecholglucuronids war es nötig, zunächst ein Glucuronsäureesterha-
logenid zu verwenden, an welchem die Hydroxylgruppen durch Acetylierung geschützt wa-
ren. Aus einer nukleophilen Substitution dieses Halogenids mit Catechol im basischen Milieu 
sollte die Synthese eines peracetylierten Catecholglucuronsäuremethylester resultieren (s. 
Prinzip der Königs-Knorr-Synthese, 5.1.2). Tatsächlich stellte sich diese zunächst sehr ein-






für eine nukleophile Substitution nicht besonders zugänglich. Des Weiteren sind bisher keine 
Syntheseversuche von Catecholkonjugaten in der Literatur beschrieben worden, was die 
Methodensuche erschwerte.  
Begonnen wurde mit einer leicht modifizierten Königs-Knorr-Methode nach Needs und Kroon 
[106]. Hier sollte der Acetobromo-α-D-glucuronsäuremethylester in Gegenwart von Silber-(I)-
oxid mit dem gewünschten Edukt in Pyridin als Lösungsmittel und CaSO4 als Trockenmittel 
umgesetzt werden. Diese Methode war von den Autoren für die Glucuronidierung von Quer-
cetin an Position 3 beschrieben worden. Sie funktionierte allerdings für Catechol nicht. Die 
Methode wurde sowohl in Pyridin als auch in Acetonitril durchgeführt. In Acetonitril war gar 
kein Glucuronidierungsprodukt und in Pyridin ausschließlich das Diglucuronid in sehr gerin-
ger Ausbeute nach massenspektrometrischer Analyse erkennbar. Eine Diglucuronidierung 
sollte durch geringeren Anteil des Zuckerhalogenids im Reaktionsansatz unterdrückt werden, 
was allerdings lediglich im Ausbleiben sämtlicher Glucuronidierungsprodukte resultierte.  
Needs und Kroon schlagen in ihrer Publikation für die Glucuronidierung der 3'-Position von 
Quercetin, welche der OH-Gruppe in Catechol chemisch ähnlicher ist als die Hydroxylgruppe 
an 3-Position, 2,3,4-tri-O-acetyl-α-D-glucopyranosyluronsäure-trichloracetimidat als Glu-
curonsäure-Donor vor. Dieses Edukt wurde ebenso von Lucas et al. [107] für die Glucuroni-
dierung von Hydroxytyrosol, welches als „Hydroxyethylcatechol“ dem Catechol sehr ähnlich 
ist, beschrieben. Aus finanziellen, praktischen und sicherheitstechnischen Gründen schied 
diese Synthesemöglichkeit vorzeitig aus.  
Stattdessen wurde eine abgewandelte Königs-Knorr-Methode nach González-Manzano et al. 
[108] angewendet. In dieser Publikation wird beschrieben, dass Acetobromo-α-D-
glucuronsäuremethylester in Gegenwart von Kaliumcarbonat mit Catechin zu diversen 
Glucuroniden umgesetzt wurde, unter anderem zu dem 3'- und 4'-Glucuronid. Aceton diente 
als Lösungsmittel. Diese Variante führte zwar im Fall von Catechol zu einer geringen Umset-
zung mit dem Zuckerhalogenid, allerdings kam es hier zu einer Elimination eines Essigsäu-
remoleküls aus der peracetylierten Glucuronsäureesterpartialstruktur mit Bildung einer Dop-
pelbildung. Dieses Problem wurde auf den hohen Anteil an K2CO3 (vierfache Menge zum 
eingesetzten Glucuroniddonor)
 
im Reaktionsgemisch zurückgeführt. Durch Reduktion dieses 
Anteils konnte das Eliminationsproblem aber nicht behoben werden. 
Eine weitere Variation der Königs-Knorr-Synthese nach Maloney und Hecht [109] wurde 
ebenfalls versucht. In dieser Veröffentlichung beschreiben die Autoren die Umsetzung eines 
Kämpferolderivats an 3-Postion mit einem Zuckerhalogenid unter Anwesenheit von Sil-
ber(I)oxid und Dichlormethan als Lösungsmittel. Die Anwendung dieser Methode mit Cate-
chol, Acetobromo-α-D-glucuronsäuremethylester und Ag2O in Dichlormethan sowie Moleku-
larsieb als Trocknungsmittel funktionierte, wenn auch nur in einem sehr geringen Ausmaß 






schlechte Ausbeute allerdings akzeptiert. Sie konnte genug peracetyliertes Catecholglucuro-
nid für eine Entschützungsreaktion liefern.  
Die Bestätigung, dass dieser erste Syntheseschritt der nukleophilen Substitution von Ace-
tobromo-α-D-glucuronsäuremethylester mit Catechol zu einem peracetylierten Catecholglu-
curonsäuremethylester erfolgreich war, lieferten NMR- und MS-Ergebnisse. Im Protonen-
spektrum von Catechol-1-O-(2',3',4'-tri-O-acetyl)-β-D-glucuronsäuremethylester war das a-
nomere Proton bei einer chemischen Verschiebung von δ = 4,54 ppm und einer Sig-
nalaufspaltung in ein Duplett leicht zu identifizieren. Die relativ große Kopplungskonstante 
des anomeren Protons von J = 9,1 Hz ließ auf die gewünschte β-D-Verknüpfung des Cate-
chols mit dem Zuckerderivat schließen [75]. Die neun Protonen der Acetylschutzgruppen 
ergaben zusammen ein gemeinsames Signal bei δ = 2,04 ppm, die drei Protonen der Me-
thylestergruppe zeigten ein gemeinsames Singulett bei δ = 3,67 ppm. Vier aromatische Pro-
tonen im Bereich von δ = 6,75 – 7,12 ppm, vier weitere Zuckerprotonen im Bereich von δ = 
5,19 - 5,45 ppm sowie eine OH-Gruppe bei δ =  7,65 ppm konnten außerdem zugeordnet 
werden (s. Abb. 5.2.1.1). Die massenspektrometrische Analyse bestätigte die Molekülmasse 
der Substanz von 426 g/mol (m/z 444 [M+NH4]+). 
 
Abb. 5.2.1.1: Strukturformel und 1H-Spektrum des peracetylierten Catecholglucuronsäuremethylesters in Aceton-D6, 300 MHz, 








5.2.1.2 Entschützung der geschützten Vorstufe zum Catecholglucuronid  
 
Durch alkalische Hydrolyse des peracetylierten Catecholglucuronsäuremethylesters mit einer 
wässrig-methanolischen Natriumcarbonatlösung konnten sowohl die Acetyl- als auch die 
Methylschutzgruppe dieser Vorstufe abgespalten werden (s. Abb. 5.2.1.2, Methode nach 
Needs und Kroon [106]).  
 
Abb. 5.2.1.2: Reaktionsschema der alkalischen Hydrolyse der geschützten Vorstufe zu Catecholglucuronid.  
Nach anschließender Ansäuerung des Reaktionsgemischs mit Ionenaustauscherharz und 
durch nachfolgende Aufreinigung an der semipräparativen HPLC konnte das gewünschte 
Catecholglucuronid isoliert werden. Bei der Aufreinigung an der semipräparativen HPLC war 
insbesondere auf ein Ansäuern der Fließmittel zu achten, da die Glucuronsäurepartialstruk-
tur als Säure sonst im Dissoziationsgleichgewicht mit ihrem Carboxylatanion keinen definier-
ten Peak ergibt, sondern zu starkem „Tailing“ neigt. Hierfür wurde Trifluoressigsäure ver-
wendet, da diese flüchtige Säure durch behutsame Rotationsverdampfung (s. experimentel-
ler Teil, 5.3.1.2) nachher wieder entfernt werden kann.  
 
 
5.2.1.3 Strukturaufklärung des synthetisierten Catecholglucuronids 
 
 
Abb. 5.2.1.3-1: Strukturformel des Catecholglucuronids. 
Durch zweidimensionale NMR-Experimente konnte die Struktur des Catecholglucuronids 
vollständig aufgeklärt werden. Aufgrund der chemischen Verschiebung im Protonenspektrum 
von δ = 4,80 ppm und der typischen Signalaufspaltung in ein Duplett, konnte das anomere 






rung sowie Referenzfläche für das Integral eines Protons. Ähnlich wie bei Salicortin (s. Kapi-
tel 2, 2.2.5.2) konnte hier durch die räumliche Nähe der Protonen 1' und 6 mit Hilfe des NO-
ESY-Spektrums das Signal von H-6 gefunden werden (s. Abb. 5.2.1.3-2). Durch ein COSY-
Experiment konnten alle weiteren Signale der aromatischen Protonen zugeordnet werden, 
da die vicinalen Protonen hier eindeutige Cross-Peaks ergaben (s. Abb. 5.2.1.3-3). Die Auf-
klärung der Glucuronidpartialstruktur verlief wie die der Glucosepartialstruktur in Salicortin (s. 













Abb. 5.2.1.3-2: Ausschnitt aus dem NOESY-Spektrum von Catecholglucuronid (1H, 1H). Identifizierung von H-6 (δ = 7,11 ppm) 



















Abb. 5.2.1.3-3: Ausschnitt aus dem COSY-Spektrum von Catecholglucuronid (1H, 1H). Identifizierung von H-5 (δ = 6,77 ppm), 
H-4 (δ = 6,92 ppm) und H-3 (δ = 6,84 ppm) durch Wechselwirkungen der vicinalen Protonen (markiert). H-6 (δ = 7,11 ppm) 
diente als Ausgangspunkt nach Identifizierung durch das NOESY-Spektrum (s. Abb. 5.2.1.3-2). 600 MHz, 298 K, Methanol-D4. 
 
Tab. 5.2.1.3 fasst alle NMR-Daten des Catecholglucuronids zusammen. Abbildung 5.2.1.3-4 






Massenspektrometrie (ESI-MS-Experimente, s. Kapitel 2, 2.3.2.2.2) die Molekülmasse des 
Catecholglucuronsäurecarboxylats im Negativ-Modus mit m/z 285 [M]- bestätigt. 
 
 
Tab. 5.2.1.3: NMR-Daten von Catecholglucuronid (600 MHz 1H, 150 MHz 13C), 298 K, gelöst in Methanol-D4. 
 
1H δ [ppm], Signalaufspaltung, J [Hz] 13C δ [ppm] 
1’ 4,80 d (7,7) 1’ 104,6 
2’ 3,54 m 2’ 74,6 
3’ 3,49 m   3’ 77,0 
4’ 3,61 m 4’ 73,0 
5’ 3,94 d (9,7) 5’ 76,7 
  6’ 172,1 
  1 146,6 
  2 148,7 
3 6,84 dd (1,4; 8,0) 3 117,3 
4 6,92 dt (1,3; 7,8) 4 125,2 
5 6,77 dt (1,5; 7,8)  5 121,0 




Abb. 5.2.1.3-4: 1H-Spektrum von Catecholglucuronid in Methanol-D4, 300 MHz, 295 K. Die Signale sind mit den zugehörigen 







5.2.1.4 Reiheitsbestimmung des synthetisierten Catecholglucuronids 
 
Die Reinheit von Catecholglucuronid wurde mittels HPLC in seinem UV-Maximum von 272 
nm, welches wiederum im HPLC-Chromatogramm des DAD-Detektors ermittelt wurde, mit 
Hilfe der Normalisierung bestimmt (siehe Abb. 5.2.1.4). Die Reinheit lag bei 97,6% und war 
damit ausreichend hoch für die sich anschließenden in vitro Testungen.  
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Abb. 5.2.1.4: HPLC-Chromatogramm der Reinheitsbestimmung des synthetisierten Catecholglucuronids. Die zur Berechnung 
der Reinheit integrierten Peaks sind mit ihrem prozentualen Anteil an der Gesamtpeakfläche im Chromagrogramm dargestellt.  
 
 
5.2.2 In vitro Aktivität des Catecholglucuronids im ICAM-1 Assay 
 
Sowohl das Catecholglucuronid als auch Catechol selbst wurden auf ihre potentiellen anti-
inflammatorischen Eigenschaften im ICAM-1 Assay (Erläuterungen zum Assay s. Kapitel 3 
unter 3.1.1 und 3.1.2) getestet. Catechol konnte in den getesteten Konzentrationen von 10, 
50 und 100 µM die TNF-α induzierte ICAM-1-Expression reduzieren, was auf potentiell ent-
zündungshemmende Eigenschaften hinweist (s. Abb. 5.2.2). Die prozentualen ICAM-1-
Expressionen bei allen getesteten Catecholkonzentrationen waren hoch signifikant verschie-
den zu der ICAM-1-Expression, welche bei reiner TNF-α-Stimulation gemessen wurde (p < 
0,001). Allerdings war keine konzentrationsabhängige Hemmung zwischen 10 und 100 µM 
Catechol zu beobachten. Die gleichen getesteten Konzentrationen des Catecholglucuronids 






Catecholglucuronid in 100 µM war ein signifikanter Unterschied zu der ICAM-1-Expression, 
welche bei reiner TNF-α-Stimulation gemessen wurde, festzustellen (p < 0,05; Statistik s. 
Kapitel 2.3.5).  
 
 
Abb. 5.2.2: ICAM-1-Expression nach TNF-α Stimulation und 24 h Inkubation mit verschiedenen Catechol- und Catecholglu-
curonid-Konzentrationen; Parthenolid diente als Positivkontrolle; nur mit TNF-α behandelte Zellen dienten der Ermittlung von 
100% ICAM-1-Expression; n = 3 in Duplikaten; Mittelwert ± StabW. 
 
Catechol war nach Einnahme eines Weidenrindenextraktes oder nach Salicortingabe nicht 
frei im Serum der Probanden oder Ratten, sondern nur in Form seiner Konjugate zu finden 
(s. Kapitel 4 und 7). Es sollten daher die Konjugate synthetisiert und im ICAM-1 Assay getes-
tet werden, um eine physiologisch höher relevante Aussage über die entzündungshemmen-
den Eigenschaften von Catechol in vitro zu erhalten (s. 5.1.1). Es gelang aus Zeitgründen 
nur das Catecholglucuronid zu synthetisieren. Wie sich später herausstellte, war dies nicht 
das Hauptkonjugat, sondern das Catecholsulfat. Dennoch kam das Catecholglucuronid zu 
einem geringen Anteil im Rattenserum vor (s. Kapitel 4) und wurde daher im ICAM-1 Assay 






den getesteten Konzentrationen (bis 100 µM) keine nennenswerte Aktivität im ICAM-1 Assay 
(s. Abb. 5.2.2).  
Auch andere Arbeitsgruppen testeten Polyphenolmetabolite, um physiologisch relevantere 
Aussagen in vitro zu erhalten mit dem Ergebnis, dass die Konjugate im Gegensatz zu den 
unkonjugierten Molekülen häufig keine Aktivität mehr zeigten [100]. Da sich aber wiederum 
die unkonjugierte „Wirkform“ häufig in den betroffenen Geweben wiederfinden ließ [110], 
müssen einige Zielgewebe zur Dekonjugation in der Lage sein [111]. Die Glucuronide oder 
Sulfate sind im Blut meistens stabiler als die unkonjugierten Moleküle. Damit wurde postu-
liert, dass sie als geeignetere Transportformen die aktiven Substanzen an den Wirkort brin-
gen, um sie dort durch dekonjugierende Enzyme in den betroffenen Geweben wieder als 
unkonjugierte „Wirkform“ freizugeben [111]. 
Catechol konnte in vitro die TNF-α induzierte ICAM-1-Expression von Endothelzellen redu-
zieren, das Konjugat Catecholglucuronid jedoch nicht. Im Zellkulturmedium wie auch im Se-
rum liegt das Catecholglucuronid aufgrund seiner Acidität eher als deprotoniertes Carboxyla-
tanion vor. Falls keine speziellen Transportmechanismen in den Zellen vorhanden sind, kann 
in dieser sehr polaren Form das Molekül die Membran der Endothelzellen nur schlecht pas-
sieren und somit auch nicht in das Zellinnere gelangen. Catechol hingegen kann durch seine 
lipophileren Eigenschaften die Zellenmembran durchdringen und seine Wirkung in der Zelle 
entfalten. Aus diesem Grund war vermutlich Catechol, nicht aber Catecholglucuronid im I-
CAM-1 Assay aktiv. Wie oben erläutert, gibt es in bestimmten Geweben Deglucuronidie-
rungsmechanismen, sodass die polaren Konjugate wieder in ihre unpolare Ursprungssub-
stanz hydrolisiert werden können. Dies wurde speziell auch in entzündeten Geweben beo-
bachtet [112]. Catecholglucuronid als inaktives Molekül im ICAM-1 Assay könnte somit als 
stabile Transportform des aktiven Catechols dennoch zur Wirkung kommen, wenn es vom 
entzündeten Zielgewebe dekonjugiert und als entzündungshemmendes Catechol in die Zelle 
aufgenommen werden würde.  
 
 
5.2.3 Zusammenfassung und Ausblick 
 
In Kapitel 5 konnte durch eine Variante der Methode nach Königs und Knorr das Catechol-
glucuronid dargestellt werden, wenn auch in sehr kleiner Ausbeute. Dieses Catecholkonjugat 
wurde in vitro im ICAM-1 Assay auf seine entzündungshemmenden Eigenschaften getestet, 
da Catechol selbst als freies Molekül im Blut nach oraler Aufnahme von Salicortin oder Wei-
denrindenextrakt (s. Kapitel 4 und 7) nicht detektierbar war, sondern nur in Form seiner Kon-
jugate. Dies sollte somit die reellen Verhältnisse an einem potentiellen Wirkort, dem En-






komplexe Situation in einem entzündeten Gewebe kann im ICAM-1 Assay nicht komplett 
imitiert werden. Es wird nur ein Teil der ablaufenden physiologischen Entzündungsreaktio-
nen dargestellt. Dass vor allem entzündete Gewebe in der Lage sind Konjugate wieder in 
ihre Ursprungsform zu dekonjugieren, kann hierbei nicht erfasst werden. Es ist zu vermuten, 
dass Catechol durch peripher wirkende Glucuronidasen und Sulfatasen auch als Konjugat 
indirekt entzündungshemmende Eigenschaften aufweist. Um dies zu bestätigen, könnten in 
vivo Versuche mit Entzündungsmodellen im Tier durchgeführt werden. Hierbei könnten in 
einer Testgruppe i.v. Catecholkonjugate und in einer weiteren Catechol peroral verabreicht 
werden. Wenn eine vorher ausgelöste Entzündungsreaktion in beiden Gruppen ähnlich re-
duziert werden kann, wäre die entzündungshemmende Eigenschaft von Catecholkonjugaten 
in vivo bestätigt. Dass dies auf peripher wirkende dekonjugierende Enzyme zurückzuführen 
ist, könnte durch gleichzeitige Gabe von enzymhemmenden Substanzen wie dem β-
Glucuronidase hemmenden D-Gluconsäure-1,4-lacton (vgl. [113]) und dem mutmaßlichem 
Ausbleiben des entzündungshemmenden Effekts überprüft werden. Allerdings wäre hier die 
Untersuchung mit einem gleichzeitig applizierten Sulfatasehemmer wesentlich interessanter, 
da sich in Kapitel 4 und 7 gezeigt hatte, dass Catechol hauptsächlich zum Sulfat konjugiert 
wurde. Hier sind bisher nur Steroidsulfatase-Hemmstoffe entwickelt worden, denn sie stellen 
eine Therapie des Mammakarzinoms dar [114-116]. Eventuell blockieren diese Hemmstoffe 
auch andere Sulfatasen. Dies müsste experimentell untersucht oder neue Sulfatase-
Hemmstoffe für diesen Ansatz entwickelt werden.  
Aus Zeitgründen konnte nur das Catecholglucuronid synthetisiert und im ICAM-1 Assay ge-
testet werden. Das Catecholsulfat stellte sich erst später im Verlauf dieser Arbeit als Haupt-
metabolit des Catechols heraus und konnte daher nicht mehr synthetisiert und getestet wer-
den. Aufgrund seiner dem Catecholglucuronid ähnlich hohen Polarität ist aber auch hier da-
von auszugehen, dass dieses Konjugat im ICAM-1 Assay keine Aktivität aufweisen würde. 
Das Catecholsulfat müsste für die Untersuchung dieser Vermutung sowie für die oben be-
schriebene Untersuchung des Einflusses von Sulfatasen auf die pharmakologische Wirkung 








5.3 Experimenteller Teil 
 
 
5.3.1 Synthese des Catecholglucuronids 
 
 
5.3.1.1 Synthese des geschützten (peracetylierten) Catecholglucuronids 
 
Zunächst wurden Schlenkkolben, Trockenrohr und Molekularsieb (4 Å) über mehrere Tage 
im Ofen bei 120 °C getrocknet. Daraufhin trocknete das Lösungsmittel Dichlormethan min-
destens über Nacht durch Zugabe des Molekularsiebs.  
0,51 mmol Catechol (entsprechen 56,2 mg) und 1,02 mmol Ag2O (entsprechen 236,4 mg) 
wurden zusammen mit ca. 0,5 g Molekularsieb und 10 ml Dichlormethan in einen unter 
Stickstoff und Lichtausschluss versetzten Schlenkkolben gegeben und bei 38 °C in ein Was-
serbad gehängt. Nach Aufsetzen eines Trockenrohrs wurde die Mischung kurz mittels Mag-
netrührer und Rührfisch gerührt. 2,04 mmol Acetobromo-α-D-glucuronsäuremethylester wur-
den in 5 ml Dichlormethan gelöst dazugegeben und der Reaktionsansatz unter Stickstoff 4,5 
Stunden gerührt. 
Der Abbruch der Reaktion erfolgte durch Filtration des Reaktionsansatzes über Celite®-
Material. Der Schlenkkolben und das Filtermaterial wurden mit ca. 30 ml Dichlormethan in 
mehreren Schritten nachgespült. 
Aus dem Filtrat wurde das Lösungsmittel durch Rotationsverdampfung (Gerät s. Kapitel 2 
unter Tab. 2.3.1.1-1) entfernt und dabei trocken auf 1,5 g Kieselgel aufgezogen, um einen 
ersten Aufreinigungsschritt des Reaktionsgemischs mit der Flash-Chromatographie anzu-
schließen. Dieser verlief an Normalphasenmaterial mit einem Fließmittelsystem aus Hexan 
und Ethylacetat (Bedingungen s. Tabelle 5.3.1.1-1, Gerät s. Kapitel 2 unter Tab 2.3.1.2). Die 
Fraktion, welche zwischen 580 und 980 ml eluierte, wurde gesammelt und das Lösungsmittel 







Tab. 5.3.1.1-1: Flash-Chromatographie-Bedingungen zur Aufreinigung des Syntheseansatzes. 
Fließmittel 
 
Fließmittel A Hexan (p.A., ≥99,25%, Acros Organics, Geel, Belgien), entgast 
Fließmittel B Ethylacetat (p.A., ≥99,99%, Acros Organics, Geel, Belgien), entgast 
Gradient  
Min Fließmittelzusammensetzung [%B in A] 
0 - 2,5 30% 
2,5 - 7,5 30%  40%  
7,5 - 17,5 40%  
17,5 - 27,5 40%  50%  
27,5 - 37,5 50%  
Einstellungen  
Fließgeschwindigkeit 30 ml/min 







Normalphasensäule mit ca. 25 g Kieselgel (selbstgepackt): SVP Si60 D26-Kartusche von Merck Chimie SAS, 
Fontenay-sous-Bois, Frankreich. Kieselgel 60 mit 0,063-0,200 mm Korngröße (Merck, Darmstadt, Deutschland) 
wurde für die Trockenaufgabe und als Säulenmaterial verwendet.  
 
Diese Fraktion wurde anschließend wieder in ca. 1 ml Isopropanol 20% (HPLC-Qualität und 
Wasser Millipore®) gelöst und in zwei Schritten an der semipräparativen HPLC aufgetrennt. 
Die Aufreinigung erfolgte an RP18-Material als stationäre Phase mit Wasser und Isopropanol 
als Fließmittelsystem (Gerät und Bedingungen siehe Tabelle 5.3.1.1-2). Es wurde der Peak 
gesammelt, welcher in Minute 21 eluierte, das Lösungsmittel unter Stickstoff entfernt und 
nach Differenzwägung eine Masse von 7,4 mg bestimmt.  
 
Tab. 5.3.1.1-2: Semipräparative HPLC und ihre Bedingungen bei der Abtrennung des geschützten Catechol-
glucuronids. 
Fließmittel  
Fließmittel A H2O (Millipore®, Anlage s. Tab. 2.3.1.1-1) 
Fließmittel B Isopropanol (Rotisolv®, für HPLC, Carl Roth GmbH, Karlsruhe, Deutschland) 
Gradient  
Min Fließmittelzusammensetzung [%B in A] 
0 – 2 20%  
2 – 5 20%  30% 
5 – 16 30% 
16 – 18 30%  40%  
18 – 23 40% 
23 – 26 40%  80% 
26 – 29 80% 
Einstellungen 
 
Fließgeschwindigkeit 5 ml/min 
Detektionswellenlänge 273 nm 
Gerät und Software  
Varian Prostar semipräparative HPLC, ehemals Varian Deutschland GmbH, Darmstadt, Deutschland mit folgen-
den Elementen: 
2 Pumpen Prostar Model 210 
DAD Prostar Model 335 
Software Galaxy 
Trennsäule 







Nach Analyse des Protonenspektrums und der Molekülmasse (Massenspektrometer s. Kapi-
tel 2 unter 2.3.2.2.2) zeigte sich, dass es sich bei der abgetrennten Substanz um das ge-
schützte (= peracetylierte) Catecholglucuronid handelte. Das Protonenspektrum wurde in 
deuteriertem Aceton an einem Avance 300 Gerät mit 300.13 MHz der Firma Bruker (Bruker 
Corporation, Billerica, USA) aufgenommen. 
 
 
5.3.1.2 Entschützung des peracetylierten Catecholglucuronids zu Catecholglucuronid 
 
Das gesamte geschützte Catecholglucuronid wurde in 10 ml Methanol 50% gelöst, 300 µl 
einer 0,5 M Na2CO3-Lösung hinzugefügt und zusammen eine Stunde bei Raumtemperatur 
unter Stickstoff gerührt. Es schloss sich das Kühlen des Reaktionsansatzes in einem Eisbad 
und um einen pH-Wert von 3 zu erzielen, die Zugabe von Ionenaustauscherharz an. Dieser 
Ansatz wurde über einen Spritzenvorsatzfilter filtriert und mit zunächst 5 ml Methanol 50%, 
dann mit 5 ml Methanol 100% nachgespült. Aus diesem Filtrat wurde das Lösungsmittel un-
ter Stickstoff entfernt. Zur Aufreinigung des getrockneten Filtrats wurde dieses wieder in 1 ml 
Wasser (Millipore®) gelöst und in insgesamt 3 Schritten an der semipräparativen HPLC auf-
getrennt (Bedingungen siehe Tab. 5.3.1.2). Als stationäre Phase diente RP18-Material. Das 
Fließmittelsystem setzte sich aus Wasser und Acetonitril, beide mit Trifluoressigsäure ange-
säuert, zusammen. Der Peak, welcher zwischen Minute 17 und 18 eluierte, wurde gesam-
melt. Trifluoressigsäure ist eine flüchtige Säure und konnte daher durch behutsame Rotati-
onsverdampfung zusammen mit Acetonitril in mehreren Schritten aus der Lösung entfernt 
werden. Hierbei wurde je Schritt nicht mehr als die Hälfte des Lösungsmittels aus der Lösung 
entfernt, danach das entfernte Volumen wieder mit Wasser (Millipore) ergänzt und dieser 
Schritt insgesamt zehnmal wiederholt. Nach Einfrieren unter Rotation erfolgte die Gefrier-
trocknung der in Wasser gelösten Substanz (Geräte s. Kapitel 2 unter Tab. 2.3.1.1-1). Die 
Auswaage der Substanz betrug 3,4 mg. Dass es sich hierbei um das Catecholglucuronid 
handelte, wurde durch Aufnahme eines Protonen- (Lösungsmittel und Gerät s. 5.3.1.1) und 







Tab. 5.3.1.2: Bedingungen bei der Isolierung des Catecholglucuronids an der semipräparativen HPLC (Gerät und 
Trennsäule siehe Tab. 5.3.1.1-2). 
Fließmittel  
Fließmittel A H2O (Millipore) mit 0,1% TFA (≥ 95%, Sigma-Aldrich, Steinheim, Deutsch-
land) 
Fließmittel B Acetonitril (Lichrosolv®, Merck, Darmstadt, Deutschland) mit 0,1% TFA (≥ 
95%, Sigma-Aldrich, Steinheim, Deutschland) 
Gradient  
Min Fließmittelzusammensetzung [%B in A] 
0 – 5 5%  
5 – 7 5%  10% 
7 – 10 10% 
10 – 20 10%  30%  
20 – 22 30%  5% 
22 – 25 5%  
Einstellungen 
 
Fließgeschwindigkeit 5 ml/min 
Detektionswellenlänge 272 nm 
 
 
5.3.1.3 Strukturaufklärung und Reinheitsbestimmung des Catecholglucuronids 
 
Die genaue Struktur des Catecholglucuronids wurde durch zweidimensionale NMR-
Experimente aufgeklärt. Die Experimente, Vorhergehensweise und das Gerät wurden bereits 
in Kapitel 2 unter 2.3.2.2.1 beschrieben und prinzipiell genauso für die Strukturaufklärung 
des Catecholglucuronids angewandt. Die Substanz wurde für die Durchführung der NMR-
Experimente in 600 µl deuteriertem Methanol gelöst. Die Molekülmasse des Catechol-
glucuronids wurde durch ESI-MS-Experimente (Gerät s. 2.3.2.2.2) und die Reinheit mit der 
analytischen HPLC bestimmt. Nach Lösen der Substanz in Methanol und Verdünnung zu 
einer 108 mikromolaren Lösung, wurden für die Reinheitsbestimmung die Inhaltsstoffe der 
Lösung mittels HPLC aufgetrennt und mit einem DAD detektiert (Bedingungen s. Tab. 
5.3.1.3). Die Peakflächen des erhaltenen Chromatogramms wurden im UV-Maximum von 
272 nm, welches mit Hilfe der HPLC-Software ermittelt wurde, bestimmt. Das Verhältnis der 
Peakfläche des Catecholglucuronids zur Gesamtpeakfläche im Chromatogramm gab die 
Reinheit des Stoffes in Prozent wieder (Normalisierung). Eventuelle Systempeaks wurden 
durch einen HPLC-Lauf mit derselben Methode und Injektion von reinem Lösungsmittel (Me-







Tab. 5.3.1.3: HPLC-Bedingungen (Gerät s. Tab. 2.3.2.3) der Reinheitsermittlung von Catecholglucuronid. 
Fließmittel  
Fließmittel A H2O (Millipore®) mit 0,1% H3PO4 (p.A., 85%, Merck, Darmstadt, Deutschland) 
Fließmittel B Methanol (Lichrosolv®, Merck, Darmstadt, Deutschland) 
Gradient  
 
Min Fließmittelzusammensetzung [%B in A] 
0 – 45 20%  80%  
45 – 50 80% 
50 – 51  80%  20%  
51 – 60 20%  
Einstellungen 
 
Temperatur Autosampler 4 °C 
Temperatur Säulenofen 40 °C 
Fließgeschwindigkeit 1 ml/min 
Injektionsvolumen 20 µl 
Detektionswellenlänge  272 nm 
Trennsäule 
 




5.3.1.4 Sonstige verwendete Chemikalien und Verbrauchsmaterialien in Kapitel 5.3.1 
 
Tab. 5.3.1.4: Verwendete Chemikalien/Verbrauchsmaterialien in Kapitel 5.3.1. 
Name Qualität Hersteller 
Catechol ≥ 99% Sigma-Aldrich, Steinheim, Deutschland 
Ag2O 62,5%-
100,5% 
Merck, Darmstadt, Deutschland 
Molekularsieb 4 Å p. A. Fluka, Buchs, Schweiz 
Dichlormethan p. A.,  
≥ 99,99% 




> 95% Resealife Chem Science, Burgdorf, Schweiz 
 
Celite® 560  Korngröße ≤ 
148,5 µm  
Sigma-Aldrich, Steinheim, Deutschland 
 
Aceton-D6 99,8% Deutero GmbH, Kastellaun, Deutschland 
Methanol-D4 99,8% Deutero GmbH, Kastellaun, Deutschland 
Natriumcarbonat (Na2CO3) p.A. Riedel de Haen, Seelze, Deutschland 
Methanol Lichrosolv® HPLC-Qualität Merck, Darmstadt, Deutschland 
Ionenaustauscherharz = DOWEX® 59 WX 4 ~65% Fluka, Buchs, Schweiz 
Spritzenvorsatzfilter Minisart 16534 0,2 µm Porengröße Sartorius AG, Göttingen, Deutschland 
 
 
5.3.2 ICAM-1 Assay von Catecholglucuronid und Catechol 
 
Sowohl das Catecholglucuronid als auch Catechol selbst wurde in den drei jeweils gleichen 
Konzentrationen von 10, 50 und 100 µM im ICAM-1 Assay getestet. Als Lösungsmittel für die 
Stammlösungen diente DMSO, welches aber durch nachfolgende Verdünnungsschritte mit 






tion der Zellen und Messung der ICAM-1-Expression verhielten sich wie in Kapitel 3.3.1.1.1 - 







6. Entzündungshemmende Eigenschaften von Salicortin in vivo  
 
 
6.1 Hintergrund  
 
 
6.1.1 Hintergrund der in vivo Testung von Salicortin 
 
In Kapitel 3 wurde bereits auf die Komplexität physiologischer Entzündungsgeschehen ein-
gegangen. Bestimmte Teilbereiche von Entzündungsreaktionen können in vitro simuliert 
werden. Im ICAM-1 Assay in Kapitel 3 wurde ein Teil eines Entzündungsmechanismus in 
vitro simuliert, genauere Aussagen über tatsächlich stattfindende Entzündungsreaktionen in 
vivo kann dieser und auch jeder andere in vitro Assay jedoch nicht liefern. Solche Assays 
sind ein gutes Werkzeug, um Substanzen nach ihrem pharmakologischen Potential zunächst 
zu screenen. Wenn sie in diesen Assays eine Aktivität zeigen, sollte sich die Testung in ei-
nem passenden Tiermodell anschließen, um die in vivo Relevanz der in vitro Ergebnisse zu 
überprüfen [117]. So können die in vivo Versuche auf ein notwendiges Maß reduziert wer-
den. Ohne in vivo Versuche kommt man bei der Entwicklung neuer Wirkstoffen allerdings 
nicht aus, da die in vitro Beobachtungen sich nicht zwangsläufig auf die konzertierten Abläu-
fe in einem lebenden Organismus übertragen lassen und daher ihre tatsächliche Wirkung in 
diesem nachgewiesen werden muss („in vitro hypothesis, in vivo veritas“ [118]), [119]. Folg-
lich wurde für die in vivo Testung von Salicortin ein Entzündungsmodell gewählt: die Carra-
geen-induzierten Entzündung im „Six-day-old air pouch Modell“. Hierbei sollte vor allen Din-
gen untersucht werden, ob sich der in Kapitel 4 beobachtete in vitro Abbau von Salicortin zu 
Catechol auf die entzündungshemmenden Eigenschaften von Salicortin auswirkt. Neben 
Catechol wurde Salicortin noch zu Salicylsäure metabolisiert (s. Kapitel 4). Dass Salicylsäure 
antiphlogistische Eigenschaften hat, ist seit langem bekannt [7, 14, 120]. Aus Salicortin kön-
nen demnach zwei entzündungshemmende Moleküle, das Catechol und die Salicylsäure 
entstehen. Um den Beitrag von Catechol am Gesamteffekt von Salicortin in Abgrenzung zur 
Salicylsäure abschätzen zu können, sollten im in vivo Modell sowohl Salicortin als auch Sali-
cin äquimolar getestet werden. Aus Salicin kann nach oraler Aufnahme nur Salicylsäure ent-
stehen und in äquimolarer Dosierung zu Salicortin auch nur so viel, wie aus Salicortin ent-
stehen könnte. Wenn eine Überlegenheit von Salicortin im in vivo Entzündungsmodell ge-







6.1.2 Carrageen-induzierte Entzündung im „Six-day-old air pouch Modell“ als Entzündungs-
modell in vivo  
 
Hierbei handelt es sich um ein Tiermodell einer akuten Entzündung, das entweder an Mäu-
sen oder an Ratten durchgeführt wird. Den Tieren wird über sechs Tage Luft subkutan an 
dieselbe Stelle injiziert. Eine Entzündung wird dadurch ausgelöst, dass nach 6 Tagen in die-
ses „air pouch“ eine wässrige Carrageen-Lösung injiziert wird. Aufgrund der wiederkehren-
den mechanischen Belastung durch das Luftkissen, differenzieren die Zellen im „air pouch“ 
so, dass sie den Zellen im Synovium, der Gelenksinnenhaut, sehr ähnlich werden [121]. Dies 
hat den Vorteil, dass die nachfolgend induzierte Entzündung die der Gelenksentzündung 
sehr nahe kommt und sich dieses Modell daher insbesondere für die Studie von Wirkstoffen 
eignet, welche bei entzündlichen Gelenkserkrankungen eingesetzt werden. Weidenrindenex-
traktpräparate sind unter anderem bei rheumatischen Erkrankungen, welche mit Gelenksent-
zündungen häufig einhergehen, indiziert (s. Kapitel 1 unter 1.2.2, 1.3.2, 1.7). Aus diesem 
Grund ist die Carrageen-induzierte Entzündung im „Six-day-old air pouch Modell“ ein geeig-
netes in vivo Modell für die Untersuchung von Salicortin als ein möglicher anti-
inflammatorischer Wirkstoff aus der Weidenrinde.  
Durch die lokal reizende Wirkung von Carrageen wird die Entzündung im „air pouch“ ausge-
löst. Diese macht sich durch vermehrte Bildung eines Exsudats bemerkbar, welches sich im 
„air pouch“ ansammelt und dadurch relativ leicht entnommen und somit analysiert werden 
kann. In diesem Exsudat sammeln sich bestimmte Entzündungsmarker wie Leukozyten, Ei-
kosanoide (Prostacycline, Leukotriene und Prostaglandine (insbesondere PGE2)) und Zyto-
kine (IL-1 β, IL-6 und TNF-α) an [36, 122, 123]. Das Ausmaß der Entzündung kann damit 
durch die Quantifizierung der Exsudatmenge und der darin enthaltenen Entzündungsmarker 
erfolgen. Die Tiere werden dabei in verschiedene Gruppen aufgeteilt. Zwei Kontrollgruppen 
dienen der Ermittlung der vollständigen, bzw. der ausbleibenden Entzündungsreaktion durch 
Carrageen-Injektion ohne Komedikation, bzw. durch Injektion einer isotonischen Salzlösung 
[36]. Je nach Fragestellung wird in einer bestimmten Zeit vor Carrageen-Injektion in einer 
weiteren Testgruppe die zu untersuchende Substanz den Tieren verabreicht. Hat die Sub-
stanz antiphlogistische Eigenschaften, ist die gebildete Exsudatmenge und/oder die gebilde-
te Menge an Entzündungsmarkern im Vergleich zu der Carrageenkontrollgruppe bei voll-
ständiger Entzündungsreaktion geringer.  
Bei der rheumatoiden Arthritis und in fortgeschrittenem Stadium der Gelenksarthrose werden 
die Entzündungsmarker hauptsächlich im Exsudat des entzündeten Gelenks gebildet [124, 
125]. Bei Patienten mit rheumatoider Arthritis wurde eine erhöhte Konzentration von einigen 
Zytokinen allerdings nicht nur in der Flüssigkeit entzündeter Gelenke, sondern auch im 






[126, 127]. Die lokale Entzündung hat damit auch systemische Auswirkungen. Für die Carra-
geen-induzierte Entzündung im „Six-day-old air pouch Model“ gibt es diesbezüglich wider-
sprüchliche Angaben. Romano et al. [122] konnten keine Anhaltspunkte für eine systemische 
Infektion finden, da sie bei diesem Entzündungsmodell in der Maus weder eine erhöhte Ex-
pression von IL-1, noch von IL-6 oder TNF-α im Serum der Tiere finden konnten. Khayyal et 
al. [36] hingegen zeigten deutliche Anhaltspunkte für eine systemische Auswirkung der Ent-
zündungsreaktion bei der Anwendung dieses Entzündungsmodells in Wistar-Ratten. Hier 
wurden erhöhte Serumkonzentrationen von IL-6, IL-1 β und TNF-α in der Carrageen-Gruppe 
gegenüber der Kontrollgruppe beobachtet. Die Bestimmung des Ausmaßes einer Entzün-
dung kann somit nicht nur durch die Quantifizierung der Entzündungsparameter im Exsudat, 
sondern gegebenenfalls auch im Plasma oder Serum erfolgen.  
 
 
6.1.3 Quantifizierte Entzündungsmarker im in vivo Modell 
 
Wie in 6.1.2 erläutert, kann das Ausmaß der provozierten Entzündung im „Six-day-old air 
pouch Modell“ durch die Quantifizierung der vermehrt gebildeten Entzündungsmarker im 
Exsudat und teilweise auch im Plasma der Tiere erfasst werden. In der vorliegenden in vivo 
Studie mit Salicortin wurden folgende, im Weiteren näher erläuterte Entzündungsmarker im 






6.1.3.1.1 Interleukin 1 beta (IL-1 β) 
 
Interleukin 1 beta ist ein wichtiger Entzündungsmediator. Bei diesem Zytokin handelt es sich 
um ein Polypeptid der Interleukin 1-Familie. Neben IL-1 β sind außerdem IL-1 α und IL-1Ra 
bekannt. IL-1 α und IL-1 β können von verschiedenen Zellen gebildet werden, vor allem 
durch Makrophagen, Endothelzellen und Lymphozyten [127]. Durch Bindung an den IL-1 
Rezeptor kommt es unter anderem zur vermehrten Bildung von Phospholipase A2 (PLA2), 
Adhäsionsmolekülen am Endothel (z.B. ICAM-1), induzierbarer NO-Synthase (iNOS) und 
Cyclooxygenase 2 (COX 2) [128]. Dies bewirkt wiederum, dass proinflammatorische und 






Leukozyten in das entzündete Gewebe aufgenommen werden. Ferner sind IL-1 α und IL-1 β 
verantwortlich für die Bildung gewebsschädigender reaktiver Sauerstoffspezies (ROS) und 
Knorpel sowie Knochen abbauender Enzyme [129]. Dies sind alles Faktoren, welche insbe-
sondere die rheumatischen Erkrankungen wie die der Arthrose und der rheumatoiden Arthri-
tis betreffen. Das Ausmaß der erhöhten IL-1 Expression korreliert mit dem Krankheitsgrad 
der rheumatoiden Arthritis [130]. Erhöhte IL-1 Konzentrationen wurden in Gelenksflüssigkei-
ten von Arthrose-Patienten bestimmt [131]. 
IL-1Ra ist ein körpereigener Rezeptorantagonist, der die Wirkung von IL-1 α und IL-1 β durch 
Bindung an den IL-1 Rezeptor ohne Auslösen der Signalkaskade blockieren kann [132]. Für 
die Therapie der rheumatoiden Arthritis ist IL-1Ra interessant, da ein rekombinanter IL-1Ra 
(Anakinra, Kineret®) hierfür bereits zugelassen ist.  
 
 
6.1.3.1.2 Tumor Nektrose Faktor alpha (TNF-α) 
 
TNF-α ist ein körpereigenes Zytokin und ein äußerst wichtiger Entzündungsmediator. Die 
oben beschriebene Signalkaskade, welche durch Bindung von IL-1 α und IL-1 β an ihren 
Rezeptor ausgelöst wird, ist der durch TNF-α und seinen Rezeptor ausgelösten Signal-
kaskade sehr ähnlich. Dadurch ist die entzündliche Wirkung beider Zytokine bei rheumati-
schen Erkrankungen vergleichbar (s. 6.1.3.1.1). Es handelt sich zwar um zwei unterschiedli-
che Rezeptortypen, dennoch ist die Signaltransduktion in vielen Bereichen die gleiche, wie 
beispielsweise die Translokation und Aktivierung von NF-κB (genauere Ausführung dazu s. 
Kapitel 3 unter 3.1.1). Der hauptsächliche Unterschied zwischen diesen beiden Zytokinen 
liegt darin, dass die Aktivierung durch TNF-α in einem programmiertem Zelltod (Apoptose) 
enden kann, was bei IL-1 nicht der Fall ist [128]. TNF-α nimmt zudem eine übergeordnete 
Rolle unter den Zytokinen ein. Es aktiviert unter anderem die Produktion von IL-1, IL-6, IL-8 
und von GM-CSF (Granulozyten Makrophagen colony stimulating factor), was wiederum wei-
tere Entzündungsprozesse nach sich zieht [133]. TNF-α wird wie IL-1 in den entzündeten 
Gelenken bei der rheumatoiden Arthritis und bei entzündlichen Stadien der Arthrose sowie 
im Blut der betroffenen Patienten mit rheumatoider Arthritis überexprimiert [131, 134]. Es 
stellt daher derzeit ein therapeutisches Target bei der rheumatoiden Arthritis dar. Monoklona-
le Antikörper gegen TNF-α, z.B. Infliximab (Remicade®), werden zur Therapie der rheumatoi-
den Arthritis, aber auch zur Therapie anderer chronisch entzündlicher und Autoimmuner-
krankungen wie Morbus Crohn, Colitis ulcerosa oder Psoriasis eingesetzt [135, 136]. Als 






aufheben. Zur Anti-TNF-α Therapie steht außerdem ein rekombinantes TNF-α-Rezeptor-FC-
Fusionsprotein zur Verfügung, Etanercept (Enbrel®) [137, 138]. 
 
6.1.3.1.3 Interleukin 6 (IL-6)  
 
Auch IL-6 gehört zu den körpereigenen, proinflammatorischen Zytokinen. Wie schon IL-1 
und TNF-α, wird auch IL-6 bei Patienten mit rheumatoider Arthritis und entzündlichen For-
men der Arthrose in der Synovialflüssigkeit, bei Patienten mit rheumatoider Arthritis auch im 
Serum überexprimiert [131, 139]. Ähnlich und im Synergismus zu TNF-α und IL-1, werden 
durch Bindung von IL-6 an seinen Rezeptor verschiedene Entzündungsreaktionen ausgelöst. 
Unter anderem werden bestimmte Leukozyten (B- und T-Lymphozyten) aktiviert und ihre 
Apoptose reguliert, die Leukozyten-Migration in das entzündete Gewebe oder der Gelenk- 
und Knochenabbau bei Überexpression in der rheumatoiden Arthritis verstärkt [140]. Die 
Relevanz von IL-6 bei entzündlichen Erkrankungen verdeutlichte ein in vivo Experiment: hier 
wurde gezeigt, dass IL-6 defizitäre Mäuse keine Collagen induzierte Arthritis entwickeln kön-
nen [141]. Mit Tocilizumab (RoActemra®) steht ein monoklonaler Antikörper gegen den IL-6 
Rezeptor für die Therapie der rheumatoiden Arthritis zur Verfügung [142]. 
 
 
6.1.3.2 Marker des oxidativen Stresses 
 
 
6.1.3.2.1 Glutathion (GSH)  
 
Glutathion ist ein körpereigenes Tripeptid aus Glycin, Cystein und Glutaminsäure. Dieses 
Tripeptid dient als Radikalfänger für reaktive Sauerstoffspezies (reactive oxygen species, 
ROS). Durch die freie Thiolgruppe des Cysteins kann Glutathion durch Reduktion der ROS 
unter eigener Oxidation zu einem Disulfid diese inaktivieren. ROS verursachen sogenannten 
oxidativen Stress. Sie entstehen bei der Zellatmung als Intermediate zwischen Sauerstoff 
(O2) und seinem Reduktionsprodukt Wasser (H2O) und verursachen Lipidperoxidation, DNA-
Strangbrüche oder Protein- und Enzyminaktivierungen. Physiologisch können sie auch ab-
sichtlich produziert werden, z.B. von Phagozyten durch ihre NADPH-Oxidase. ROS dienen 
den Phagozyten als Waffe gegen Bakterien und andere Krankheitserreger [143]. Bei einer 
Entzündung werden vermehrt ROS gebildet [144]. Durch die pathologische Überproduktion 






kungen führen. Es wurden erniedrigte Serumkonzentrationen von Glutathion bei Patienten 
mit rheumatoider Arthritis gegenüber gesunden Kontrollpersonen festgestellt [145]. Auch die 
Gesamtserumthiolkonzentration in Patienten mit rheumatoider Arthritis ist gegenüber Kon-
trollpersonen vermindert. Das Ausmaß korreliert mit dem Grad der Erkrankung [146]. Somit 
kann eine erniedrigte GSH-Serumkonzentration einen erhöhten Glutathionverbrauch, damit 
oxidativen Stress und indirekt auch eine Entzündung anzeigen.  
 
 
6.1.3.2.2 Malondialdehyd (MDA) 
 
Malondialdehyd ist ein Markermolekül für oxidativen Stress, da es sich hierbei um ein Ne-
benprodukt der Lipidperoxidation handelt [147]. Patienten mit rheumatoider Arthritis zeigen 
deutlich erhöhte Plasmakonzentrationen von MDA gegenüber Gesunden [145]. Diese Pati-
enten unterliegen vermehrt oxidativem Stress, hervorgerufen durch die chronische Entzün-
dung (s. 6.1.3.2.1). Damit kann eine erhöhte MDA-Plasmakonzentration oxidativen Stress 
und folglich eine Entzündung indizieren. 
 
 
6.1.3.2.3 Myeloperoxidase (MPO) 
 
Myeloperoxidase ist ein Enzym, das in phagozytären Neutrophilen vorkommt. Es katalysiert 
die Umsetzung von Wasserstoffperoxid mit Chlorid zu hypochloriger Säure, ein wirksames 
antimikrobielles Agens. Neben der gewollten, physiologischen Mikroorganismen abwehren-
den Funktion von MPO, kann bei einer Überexpression durch die vermehrte Bildung des 
Oxidans hypochlorige Säure das Gewebe geschädigt und eine Entzündung hervorgerufen 
oder verstärkt werden [148]. Es handelt sich um eine Form des oxidativen Stresses (s. 
6.1.3.2.1). Bei Patienten mit rheumatoider Arthritis wurden erhöhte Plasmakonzentrationen 
von MPO gegenüber Gesunden detektiert, wobei das Maß der Erhöhung nicht mit dem 
Ausmaß der Erkrankung korrelierte [149]. In der Synovialflüssigkeit von rheumatischen Ge-
lenken wurden Neutrophile in großen Mengen gefunden und durch sie gebildete Oxidantien 
in Zusammenhang mit dem Gelenksschaden gebracht [150]. Bei Pferden konnten erhöhte 
MPO-Konzentrationen in der Synovialflüssigkeit von infizierten Gelenken gegenüber gesun-
den Gelenken gezeigt werden [151]. Erhöhte Aktivitäten von Myeloperoxidase in Serum oder 
Exsudat korrelieren demnach mit erhöhtem oxidativen Stress und können eine Entzündung, 







6.2 Ergebnisse und Diskussion 
 
In der Carrageen induzierten Entzündung im „Six-day-old air pouch Modell“ wurden Salicortin 
und Salicin den Tieren oral in je zwei unterschiedlichen Dosierungen appliziert. Die Dosie-
rungen von Salicortin lagen bei 100 mg/kg Körpergewicht (KG) und 50 mg/kg KG, um eine 
Dosisabhängigkeit der Wirkungen zu analysieren. Die entsprechenden annähernd äquimola-
ren Dosierungen von Salicin waren 70 mg/kg KG und 35 mg/kg KG. Die genauen äquimola-
ren Dosierungen wären 67,5 mg/kg KG (entspr. 100 mg/kg KG Salicortin) und 33,8 mg/kg 
KG (entspr. 50 mg/kg KG Salicortin). Aus praktischen Gründen wurden diese aufgerundet. 
Eine Stunde vor der Carrageen-Injektion in die „air pouches“ wurden die Testsubstanzen 
peroral verabreicht. Acetylsalicylsäure (ASS) als entzündungshemmender Wirkstoff in 100 
mg/kg KG diente dabei als Positivkontrolle, welche als Inhibitor der Cyclooxygenase die 
Ausschüttung proinflammatorischer Zytokine reduzieren sollte [152, 153]. Außerdem schien 
sie als Positivkontrolle besonders geeignet, da sie als Salicylsäurederivat den Salicylalkohol-
derivaten Salicortin und Salicin strukturell sehr ähnlich ist. In der Kontrollgruppe bekamen die 
Tiere keine Testsubstanz, sondern nur isotone Kochsalzlösung statt Carrageen in das „air 
pouch“ injiziert. In der Carrageen-Kontrollgruppe bekamen die Tiere keine Testsubstanzen, 
aber Carrageen in die „air-pouches“ injiziert. Die erstere Kontrollgruppe diente der Ermittlung 
der normal exprimierten Entzündungsparameter und die letztere der Ermittlung dieser bei 
100% Entzündung. Sechs Stunden nach Carrageen-Injektion wurde das Exsudat aus den 
„air pouches“ sowie Blut zur Plasmagewinnung entnommen. Die Konzentrationen der in 
6.1.3 vorgestellten Zytokine und Marker des oxidativen Stresses wurden nachfolgend im 




6.2.1 Zytokine im Exsudat und Plasma 
 
 
6.2.1.1 IL-1 β 
 
IL-1 β wurde sowohl im Plasma als auch im Exsudat der Tiere im „air pouch Modell“ durch 
Carrageen-Injektion gegenüber der Kontrollgruppe verdoppelt und diente damit als repräsen-
tativer Entzündungsmarker.  
Im Exsudat des entzündeten Gewebes (entzündetes „air pouch“) war die Reduktion von IL-1 
β durch Salicortin gegenüber der Carrageen-Kontrolle deutlich erkennbar (s. Abb. 6.2.1.1). 






allerdings nicht untereinander (p > 0,05). Die Reduktion von IL-1 β durch Salicin erschien 
nicht ganz so ausgeprägt wie bei Salicortin, jedoch war auch hier ein signifikanter Unter-
schied zur Carrageen-Kontrolle und kein Unterschied untereinander sowie zu Salicortin aus-
zumachen. Somit waren beide Testsubstanzen dazu in der Lage, IL-1 β im Exsudat des in 
vivo Modells zu reduzieren. Hierbei schienen Salicin und Salicortin gleich aktiv zu sein, wo-
bei ein geringer Vorteil bei Salicortin auszumachen war, der aber nicht statistisch signifikant 
war. Auch ASS verringerte die IL-1 β-Konzentration im Exsudat. Es war kein Vorteil von ASS 
gegenüber Salicortin bestimmbar, aber von ASS gegenüber Salicin (p < 0,05). Weder bei 
Salicortin noch bei Salicin war eine Dosisabhängigkeit der Wirkung festzustellen. 
 
 
Abb. 6.2.1.1: Prozentualer IL-1 β-Spiegel im Exsudat und Plasma von Wistar-Ratten in der Carrageen-induzierten Entzündung 
im „air pouch Modell“ nach oraler Gabe zweier verschiedener Dosierungen von Salicortin und Salicin sowie von 100 mg/kg KG 
ASS. Die Carrageen-Kontrollgruppe (keine Testsubstanzgabe, aber Carrageen-Injektion) diente der Ermittlung von 100% IL-1 β 
Expression; n = 6-10; Mittelwert ± StabW; *** p < 0,001;** p < 0,01 vs. Carrageen-Kontrolle. 
 
Im Gegensatz dazu konnte bei der Reduktion von IL-1 β im Plasma bei beiden Substanzen 
eine Dosisabhängigkeit festgestellt werden (p < 0,01). Beide geringer applizierten Mengen 






Kontrolle. Die höhere Dosis ergab jedoch bei beiden eine hoch signifikante Reduktion der IL-
1 β-Plasmakonzentration gegenüber der Carrageen-Kontrolle, wobei sie sich weder unterei-
nander, noch von ASS unterschieden. ASS hemmte somit im ähnlichen Ausmaß wie die hö-





TNF-α wurde im Exsudat der Tiere im „air pouch Modell“ durch Carrageen-Injektion ca. 3,5-
fach und im Plasma um mehr als 1,5-fach erhöht. Auch TNF-α diente damit als repräsentati-
ver Entzündungsmarker.  
Salicortin zeigte hoch signifikant eine reduzierende Wirkung auf die Carrageen-induzierte 
TNF-α-Produktion im Exsudat (s. Abb. 6.2.1.2), allerdings war keine Dosisabhängigkeit fest-
zustellen (p > 0,05 zwischen beiden Dosierungen). Auch bei Salicin war in beiden Dosierun-
gen ein signifikanter Unterschied zur Carrageen-Kontrolle und außerdem eine Dosisabhän-
gigkeit zu beobachten. 70 mg/kg KG Salicin zeigten einen Vorteil gegenüber 35 mg/kg KG 
Salicin (p < 0,01) und ebenso gegenüber der circa äquimolaren Menge von Salicortin (p < 
0,01 zu 100 mg/kg KG Salicortin). Auch ASS war hoch signifikant verschieden zu der Carra-
geen-Kontrolle und senkte die TNF-α Konzentration in ähnlichem Maße wie die beiden ande-
ren Substanzen. Es war kein Unterschied zwischen ASS, Salicin und Salicortin festzustellen 
außer zwischen ASS und Salicin in 35 mg/kg KG. Hier zeigte ASS Überlegenheit (p < 0,05).  
In den Plasmaproben war die TNF-α-Expression in beiden Dosierungen von Salicortin und 
die höhere Dosierung von Salicin signifikant verschieden zu der Carrageen-Kontrolle. Bei 
Salicortin war kein signifikanter Unterschied zwischen 100 mg/kg KG und 50 mg/kg KG fest-
zustellen, jedoch eine gewisse Tendenz einer dosisabhängigen Wirkung. Des Weiteren war 
wie schon beim Exsudat beobachtet bei den höheren Dosierungen Salicin dem Salicortin in 
seiner TNF-α-Hemmung überlegen (p < 0,05). Auch bei ASS war die TNF-α-Konzentration in 
den Plasmaproben hoch signifikant verschieden von jener in der Carrageen-Kontrolle. ASS 
war außerdem signifikant aktiver als Salicortin in 50 mg/kg KG (p < 0,05) und Salicin in 35 
mg/kg KG (p < 0,05). Bei den höheren Dosierungen beider Testsubstanzen war kein Unter-







Abb. 6.2.1.2: Prozentualer TNF-α-Spiegel im Exsudat und Plasma von Wistar-Ratten in der Carrageen-induzierten Entzündung 
im „air pouch Modell“ nach oraler Gabe zweier verschiedener Dosierungen von Salicortin und Salicin sowie von 100 mg/kg KG 
ASS. Die Carrageen-Kontrollgruppe (keine Testsubstanzgabe, aber Carrageen-Injektion) diente der Ermittlung von 100% TNF-α 





Im Exsudat diente IL-6 als überaus geeigneter Entzündungsmarker für das verwendete in 
vivo Modell. Durch die Carrageen-induzierte Entzündung wurde die Konzentration von IL-6 
im Exsudat um ein Neunfaches gesteigert. Im Plasma war das Gegenteil der Fall. Hier streu-
ten die Werte bei der Carrageen-Kontrolle so stark um den Mittelwert, dass keine eindeutige 
Steigerung der IL-6-Konzentration im Plasma bestimmbar war. Dennoch war die Carrageen-
Kontrolle signifikant verschieden von der Kontrolle (p < 0,01). Ansonsten war bei den Plas-
maproben aufgrund der starken Streuung der Werte kein signifikanter Unterschied zwischen 








Abb. 6.2.1.3: Prozentualer IL-6-Spiegel im Exsudat und Plasma von Wistar-Ratten in der Carrageen-induzierten Entzündung im 
„air pouch Modell“ nach oraler Gabe zweier verschiedener Dosierungen von Salicortin und Salicin sowie von 100 mg/kg KG 
ASS. Die Carrageen-Kontrollgruppe (keine Testsubstanzgabe, aber Carrageen-Injektion) diente der Ermittlung von 100% IL-6-
Expression; n = 5-9; Mittelwert ± StabW; *** p < 0,001, ** p < 0,01, * p < 0,05 vs. Carrageen-Kontrolle. 
Im Exsudat zeigten alle Testsubstanzen mehr oder weniger hoch signifikante Unterschiede 
zur Carrageen-Kontrolle (s. Abb. 6.2.1.3). Eine dosisabhängige Wirkung konnte bei Salicortin 
(p < 0,05), nicht jedoch bei Salicin festgestellt werden. In der höheren Dosierung zeigte Sa-
licortin Überlegenheit gegenüber Salicin (p < 0,01), in der niedrigeren Dosierung unterschie-
den sich die beiden Substanzen nicht. ASS war ebenso aktiv wie Salicortin in 100 mg/kg KG, 
beide Gruppen unterschieden sich nicht. ASS zeigte hingegen Überlegenheit gegenüber 70 













Die Konzentration von Glutathion wurde im Plasma der Tiere gemessen, im Exsudat konnten 
keine messbaren Konzentrationen von GSH gefunden werden. Bei einer Entzündungsreakti-
on ist aufgrund des erhöhten oxidativen Stresses und damit erhöhten Verbrauchs von Gluta-
thion eine erniedrigte GSH-Konzentration zu erwarten (s. 6.1.3.2.1). Dies traf auf das vorlie-
gende in vivo Modell nicht zu. Es konnte in der Carrageen-Kontrolle keine signifikante Re-
duktion von GSH im Plasma der Tiere im Vergleich zu den Kontrolltieren detektiert werden. 




Abb. 6.2.2.1: Prozentualer GSH-Spiegel im Plasma von Wistar-Ratten in der Carrageen-induzierten Entzündung im „air pouch 
Modell“ nach oraler Gabe zweier verschiedener Dosierungen von Salicortin und Salicin sowie von 100 mg/kg KG ASS. Die 
Kontrollgruppe (keine Testsubstanzgabe, nur Injektion einer isotonischen Kochsalzösung in das „air pouch“) diente der Ermitt-
lung von 100% GSH-Expression; n = 5-9; Mittelwert ± StabW; ** p < 0,01 vs. Carrageen-Kontrolle. 
Die Abbildung 6.2.2.1 zeigt, dass zwischen allen getesteten Gruppen und der Carrageen-






würde die hier gezeigte Erniedrigung der GSH-Konzentration eher auf eine proinflammatori-
sche statt auf eine antiinflammatorische Eigenschaft von Acetylsalicylsäure hinweisen. Dies 
trifft natürlich nicht zu [154] und unterstreicht zusätzlich die Unzulänglichkeit von GSH für die 





Malondialdehyd war als Entzündungsmarker und Marker des oxidativen Stresses in der 
Carrageen-induzierten Entzündung im „Six day old air pouch Modell“ wesentlich geeigneter 
als Glutathion. Im Exsudat wurde in der Carrageen-Kontrollgruppe und damit in der Entzün-
dungsgruppe die Expression ungefähr um ein Dreifaches und im Plasma um mehr als ein 
Vierfaches gesteigert. 
Im Exsudat war trotz der erkennbaren Tendenz zu niedrigeren MDA-Konzentrationen in den 
Salicortin- und Salicingruppen keine statistische Signifikanz zu der Carrageen-Kontrollgruppe 
auszumachen. Es schien dennoch so, dass sowohl Salicortin als auch Salicin dosisabhängig 
dazu in der Lage waren, den oxidativen Stress teilweise abzufangen. Um eine statistisch 
signifikante Aussauge hierüber treffen zu können, müssten die Versuche mit mehr Tieren 
wiederholt werden. Die Gruppe, welche Acetylsalicylsäure als Testsubstanz und Positivkon-
trolle vor Carrageen-Injektion bekam, zeigte eine statistisch signifikante Erniedrigung von 
MDA im Exsudat sowie im Plasma (p < 0,05). Dies bestätigte wiederum den getesteten Pa-
rameter MDA in seiner Bedeutung für das verwendete in vivo Entzündungsmodell. 
In den Plasmaproben der Tiere war bei allen Testsubstanzen eine signifikante Reduktion von 
MDA gegenüber der Carrageen-Kontrolle festzustellen. Hierbei war kein dosisabhängiger 
Effekt bei Salicin zu beobachten, wohl aber bei Salicortin. Interessanterweise zeigte hier die 
niedrigere Dosierung von Salicortin höhere Aktivität (p < 0,01). Aufgrund der starken 
Schwankung bei den Werten in der niedriger dosierten Salicortingruppe kann es sich hier um 
Einzelfälle handeln, welche aufgrund der individuellen Unterschiede zwischen den Tieren 









Abb. 6.2.2.2: Prozentualer MDA-Spiegel im Exsudat und Plasma von Wistar-Ratten in der Carrageen-induzierten Entzündung 
im „air pouch Modell“ nach oraler Gabe zweier verschiedener Dosierungen von Salicortin und Salicin sowie von 100 mg/kg KG 
ASS. Die Carrageen-Kontrollgruppe (keine Testsubstanzgabe, aber Carrageen-Injektion) diente der Ermittlung von 100% MDA-





Die Aktivität der Myeloperoxidase wurde nur im Exsudat der Tiere bestimmt. Das Ausmaß 
ihrer Aktivität zeigte starke Korrelation mit der Entzündungsreaktion, da sie in der Carrageen-
Kontrollgruppe um das Zehnfache gegenüber der Kontrollgruppe anstieg, wobei starke indi-
viduelle Unterschiede zu beobachten waren. Salicortin vermochte die MPO-Aktivität im 
Exsudat gegenüber der Carrageen-Kontrollgruppe signifikant zu erniedrigen, Salicin jedoch 
nicht. Salicortin zeigte dabei eine dosisabhängige Wirkung. Die höhere Dosierung hemmte 






zeigte aber keine Überlegenheit gegenüber 100 mg/kg KG Salicortin (p > 0,19). Somit war 
eine hohe und dosisabhängige Aktivität von Salicortin nach peroraler Aufnahme in der MPO-
Expressionshemmung zu beobachten. Diese kann nicht nur mit der Entstehung von Salicyl-
säure als Metabolit erklärt werden, da Salicin keine signifikante Reduktion der MPO-
Expression bewirkte und gleich viel Salicylsäure wie Salicortin als Metabolit in dieser äqui-
molaren Dosierung liefern konnte. Vielmehr ist die hemmende Wirkung von Salicortin auf 
den oxidativen Stress vermutlich mit der Entstehung von Catechol als Metabolit und potentes 
Antioxidans zu erklären, welches Redoxzyklen unterliegt (s. 6.2.3). 
 
 
Abb. 6.2.2.3: Prozentualer MPO-Spiegel im Exsudat von Wistar-Ratten in der Carrageen-induzierten Entzündung im „air pouch 
Modell“ nach oraler Gabe zweier verschiedener Dosierungen von Salicortin und Salicin sowie von 100 mg/kg KG ASS. Die 
Carrageen-Kontrollgruppe (keine Testsubstanzgabe, aber Carrageen-Injektion) diente der Ermittlung von 100% MPO-
Expression; n = 4-10; Mittelwert ± StabW; ** p < 0,01, * p < 0,05 vs. Carrageen-Kontrolle. 
 
 
6.2.3 Zusammenfassung und Ausblick 
 
Die Auswirkungen von peroral gegebenem Salicortin und Salicin auf die Expression der Ent-
zündungsparameter im Exsudat und Plasma der Tiere in der Carrageen-induzierten Entzün-
dung im „Six-day-old air pouch Modell“ variierten. Prinzipiell sollte eine eventuelle Überle-






zusätzlich zur Salicylsäure antientzündliche Wirkung von Catechol als Metabolit von Salicor-
tin zu untersuchen. Die Konzentrationen der proinflammatorischen Zytokine im Exsudat und 
Plasma wurden allerdings von beiden Substanzen fast gleich stark beeinflusst. Bei IL-6 im 
Exsudat konnte bei der höheren Dosierung von Salicortin ein Vorteil gegenüber Salicin fest-
gestellt werden. Bei TNF-α lag der Vorteil bei Salicin in den jeweils höheren Dosierungen 
und beiden Matrices. Bei den Markermolekülen des oxidativen Stresses zeigte sich hingegen 
ein deutlicher Vorteil von Salicortin gegenüber Salicin bezüglich der Aktivitätsverminderung 
der Myeloperoxidase im Exsudat der Tiere in beiden untersuchten Konzentrationen. Auf die 
Malondialdehyd-Konzentrationen im Plasma und Exsudat wirkten sich beide Substanzen 
ohne Salicortinvorteil positiv aus. Demgegenüber stellte sich Glutathion als ungeeigneter 
Messparameter der Entzündung heraus, da keine erwartete Erniedrigung der GSH-
Konzentrationen im Plasma oder Exsudat in der Carrageen-Kontrollgruppe zu verzeichnen 
war.  
Bei vielen der untersuchten Entzündungsfaktoren waren große Standardabweichungen und 
häufig keine dosisabhängige Aktivität von Salicortin und Salicin zu beobachten. Größere 
Versuchsansätze mit mehr Tieren in dem gleichen in vivo Modell könnten eindeutigere Er-
gebnisse mit eventuell weniger großen Standardabweichungen liefern. In vivo Studien sind 
natürlich aufgrund der individuellen Unterschiede der Tiere grundsätzlich mit höheren 
Schwankungen als andere Versuchsregime behaftet. Der Einsatz eines größeren Kollektivs 
könnte aber repräsentativere Mittelwerte und damit eindeutigere Ergebnisse erzielen. Mö-
glich ist auch, dass bei den untersuchten Mengen der Testsubstanzen diese eine Art phar-
makologischen Schwellenwert erreicht haben. Das würde bedeuten, dass ab einer gewissen 
eingesetzten Menge des Wirkstoffs keine stärkere Wirkung mehr eintritt trotz höherer Dosie-
rung. Dies würde das Ausbleiben einer dosisabhängigen Wirkung erklären. Zukünftige Un-
tersuchungen könnten dieses Phänomen mit einem größeren Kollektiv und mehreren einge-
setzten Dosierungen klären. Ferner könnten die Leukozyten sowie die Entzündungsparame-
ter Leukotrien B4 (LTB4) und Prostaglandin E2 im Exsudat zusätzlich quantifiziert werden, um 
mehr Erkenntnisse über den Einfluss auf ablaufende Entzündungsprozesse zu erhalten.  
 
Dass besonders ein Markermolekül des oxidativen Stresses von Salicortin stärker gehemmt 
wurde als von Salicin, verwundert nicht. Mit der Entstehung von Catechol aus Salicortin ent-
steht ein potenter antioxidativer Metabolit, welcher besonders in Redoxprozesse eingreifen, 
reaktive Sauerstoffspezies abfangen und Lipidperoxidation stoppen kann [155]. Für poly-
phenolische Antioxidantien wie Catechol wurden mehrfach entzündungshemmende Eigen-
schaften beschrieben. Einen Versuch, hierbei ihren Mechanismus zu erklären, beschreiben 






Phenolische Antioxidantien wie Catechol blockieren die LPS-induzierte NF-κB Aktivierung in 
Makrophagen. Hierbei wurde zwar eine Hemmung der Bindung von NF-κB an die DNA, aber 
keine direkte Wechselwirkung der Antioxidantien mit NF-κB beobachtet. Es wurden zwei In-
teraktionsmöglichkeiten zur NF-κB-Blockade postuliert. Hierbei wurde ein redoxsensitiver 
Faktor Ref-1 beschrieben, welcher mit NF-κB interagiert und dadurch dessen DNA-Bindung 
durch Redoxreaktionen verstärkt. Die Bindung phenolischer Antioxidantien an Ref-1 und 
gleichzeitige Inhibierung der Redoxreaktionen von Ref-1 soll die DNA-Bindung von NF-κB 
und damit Transkriptionsprozesse proinflammatorischer Zytokine abschwächen, bzw. unter-
binden können. Somit lässt sich zum einen ein redoxsensitiver Faktor, welcher für die DNA-
Bindung von NF-κB wichtig ist, als molekulares Target dieser phenolischen Antioxidantien 
vermuten. Zum anderen wurde der Komplex aus Keap1/Nrf2 als Target diskutiert. Der 
Transkiptionsfaktor Nrf2 (Nuclear factor-erythroid 2-related factor 2) spielt eine wichtige Rolle 
im Zellschutz bei Entzündungen. Durch Bindung der Antioxidantien an eine Thiolstruktur sei-
nes Repressors Keap 1 (Kelch-like ECH-associated Protein 1), wird Nrf2 aktiviert und disso-
ziiert in den Zellkern. Dort bindet er an die DNA und initiiert die Transkription von antioxidati-
ven und Phase-II-Enzymen. Des Weiteren wird die Existenz eines Nrf2-ähnlichen Faktors 
diskutiert, welcher nach Bindung der phenolischen Antioxidatien an eine Thiolstruktur akti-
viert werden und die Funktionen von NF-κB wie die Transkription von TNF-α hemmen kann 
[156-158].  
Es wurde in vitro gezeigt, dass besonders solche phenolische Antioxidantien die LPS indu-
zierte TNF-α Transkription hemmen, welche reversible Redoxreaktionen, sogenannte Re-
doxzyklen, eingehen können. Catechol und Hydrochinon sind Beispiele hierfür [156, 159]. 
Aus Salicortin entstehendes Catechol greift demnach vermutlich über die Fähigkeit, Re-
doxzyklen eingehen zu können [155], über redoxsensitive Faktoren regulierend in Entzün-
dungsgeschehen ein. Leider konnte dies in der vorliegenden in vivo Studie nur für den Ent-








6.3 Experimenteller Teil 
 
Mit Ausnahme der Isolierung von Salicortin (s. Kapitel 2), wurden die gesamten in vivo Un-
tersuchungen am Institut für Pharmakologie der Pharmazeutischen Fakultät der Universität 
Kairo in Kairo (Ägypten) unter der Leitung von Prof. Dr. Mohamed T. Khayyal durchgeführt. 
Sie wurden nach der europäischen Richtlinie 86/609/EEC und nach vorheriger Genehmigung 
der Ethikkommission für Tierversuche der Pharmazeutischen Fakultät in Kairo durchgeführt. 
Bezüglich der eingesetzten Tiere und Ihrer Haltung wurden alle Angaben bereits in Kapitel 4 
unter dem Punkt 4.3.1.1 gemacht. 
 
 
6.3.1 „Six-day-old air pouch Modell” 
 
 
6.3.1.1 Carrageen induzierte Entzündung im „Six-day-old air pouch Modell“ 
 
Das „air pouch” (≈ Lufttasche oder Luftkissen) wurde folgendermaßen erzeugt: am ersten 
Tag wurden 20 ml Luft subkutan in den Rücken jedes Tieres injiziert. Zwei Tage später er-
folgte eine erneute Injektion von 10 ml Luft in das „air pouch“. Fünf Tage nach der ersten 
Injektion wurden erneut 10 ml Luft in dieselbe Stelle injiziert.  
Entzündungsinduktion: Insgesamt 6 Tage nach der ersten und damit 24 Stunden nach der 
letzten Luftinjektion wurde den Tieren 2 ml einer wässrigen Carrageenlösung (1%) in das „air 
pouch“ injiziert. In der Kontrollgruppe wurde statt Carrageen 2 ml einer isotonischen Koch-
salzlösung injiziert. 
Alle Injektionen wurden unter leichter Ether-Anästhesie durchgeführt.  
 
 
6.3.1.2 Applikation der Testsubstanzen   
 
Die Tiere wurden in sieben Gruppen bestehend aus je drei bis zehn Tieren eingeteilt. Die 
sieben Gruppen bestanden aus einer Kontrollgruppe, einer Carrageen-Kontrollgruppe, zwei 
Salicortingruppen, zwei Salicingruppen und einer ASS-Gruppe.  
Eine Stunde vor Carrageen-Injektion (s. 6.3.1.1) bekamen die Wistar-Ratten oral über eine 
Schlundsonde die Testsubstanzen in wässriger Lösung appliziert. Salicortin wurde in 50 






und Acetylsalicylsäure (ASS) in 100 mg/kg KG dosiert. Die Carrageen-Kontrollgruppe erhielt 
keine Testsubstanz, hier wurde nur Carrageen in das „air pouch“ injiziert. Diese Gruppe dien-
te der Ermittlung einer Entzündungsreaktion von 100%. Die Kontrollgruppe sollte normale 
Umstände im Tier ohne Entzündungsreaktion widerspiegeln. Hier wurde ebenfalls keine 




6.3.1.3 Exsudat- und Plasmagewinnung 
 
Exsudat: Sechs Stunden nach der Carrageeninjektion bzw. der Injektion der isotonischen 
Lösung wurden die Wistar-Ratten mit Ether anästhesiert und 2 ml einer heparinisierten Na-
triumchloridlösung in die „air-pouches“ injizert. Die „air pouches“ wurden 30 Sekunden lang 
leicht massiert und der Inhalt daraufhin durch Pasteurpipetten abgesogen und in skalierte, 
eisgekühlte Plastikröhrchen überführt. Das Volumen des Exsudats wurde abgelesen und bis 
zur weiteren Verwendung bei -20 °C aufbewahrt.  
Plasma: Nach Absaugen des Exsudats wurden die Tiere getötet, Blutproben entnommen 
und diese in EDTA-Röhrchen überführt. Nach fünfzehnminütiger Zentrifugation bei 3000 
U/min (K2015 multi-micro Zentrifuge, Centurion Scientific Ltd, Großbritannien) wurde das 
Plasma abdekantiert und bei -20 °C bis zur weiteren Verwendung aufbewahrt.  
 
 
6.3.2 Quantifizierung der Entzündungsmarker 
 
Die genauen Versuchsabläufe sind bei Prof. Dr. Mohamed Khayyal am Institut für Pharmako-
logie der Pharmazeutischen Fakultät der Universität Kairo in Kairo (Ägypten) hinterlegt. Im 





Für die Quantifizierung von IL-1 β, IL-6 und TNF-α im Exsudat und Plasma wurden ELISA 














Glutathion wurde nach Probenaufarbeitung kolorimetrisch quantifiziert. Thiole wie Glutathion 
reagieren mit Ellman's-Reagenz, der 5,5′-Dithiobis(2-nitrobenzoesäure) unter Farbentwick-
lung. Dabei reagieren Thiole mit der Disulfidbrücke des Ellman's-Reagenz und ein Molekül 5-
Thio-2-nitrobenzoesäure wird aus dem Disulfid freigegeben. Dieses Molekül hat als Anion im 
neutralen bis leicht basischem Milieu eine gelbe Farbe [160]. 
Aus dem Exsudat oder Plasma wurden die Proteine zunächst gefällt und durch Zentrifugati-
on abgetrennt. Der Überstand wurde mit einer Dinatriumhydrogenphosphatlösung verdünnt 
und mit Ellman's-Reagenz versetzt. Nach fünfminütiger Farbentwicklung wurde das Ausmaß 
der Gelbfärbung UV-photometrisch (UV-Meter: Shimadzu UV-150-02, Shimadzu Tokio, Ja-





Auch Malondialdehyd wurde nach Probenaufarbeitung mit Thiobarbitursäure photometrisch 
bestimmt. Malondialdehyd agiert als Quervernetzungsreagenz für zwei Moleküle Thiobarbi-
tursäure [161]. Dieses Addukt wird nachfolgend bei 535 nm vermessen.  
Zunächst wurde MDA durch Versetzen der Proben mit Trichloressigsäure aus den Lipoper-
oxiden hydrolisiert. MDA repräsentierte damit die Lipidperoxidation. Der Ansatz wurde da-
raufhin mit Thiobarbitursäure versetzt und eine halbe Stunde in ein kochendes Wasserbad 
für die Umsetzung zum oben genannten Addukt gestellt. Nach schnellem Abkühlen und Ver-
setzen des Reaktionsansatzes mit n-Butylalkohol, wurde das Addukt in die organische Pha-
se unter Abtrennung der Proteine extrahiert und die Absorption bei 535 nm UV-










Die Aktivität der MPO wurde ebenfalls kolorimetrisch bestimmt. MPO ist lokalisiert in den 
primären Granula neutrophiler Granulozyten [162]. Die MPO wurde durch Zerstörung der 
Granulozyten mittels Einfrieren und Auftauen und nachfolgender Ultraschallbehandlung in 
einem Detergenzien-haltigen Phosphatpuffer extrahiert. Nach Extraktion der MPO wurde ihre 
Aktivität durch ihre Katalysatorwirkung auf die Wasserstoffperoxid vermittelte Oxidation von 
o-Dianisidin bestimmt. Durch die Oxidation von o-Dianisidin entwickelte sich ein roter Farb-
stoff, dessen Absorption bei 460 nm photometrisch vermessen wurde. Die Änderung der 
Absorption bei 460 nm wurde in einminütigen Intervallen im Verlauf von vier Minuten be-
stimmt (Doppelstrahlphotometer von Thermo Electron Corporation, Cambridge, Großbritan-
nien). Mithilfe einer Standardverdünnungsreihe von MPO wurde die Aktivität in U/ml be-
stimmt, wobei eine Unit MPO als die Fähigkeit definiert wurde, 1 µmol Wasserstoffperoxid in 





Zunächst wurde die Konzentration der jeweiligen Entzündungsmarker im Exsudat bzw. im 
Plasma bestimmt. Aufgrund der klebrigen Eigenschaften des Exsudats konnte eine Repro-
duzierbarkeit des abgezogenen Exsudatvolumens nicht gewährleistet werden. Häufig war 
nicht einmal das injizierte Volumen der zur Verdünnung verwendeten Salzlösung (s. 6.3.1.3) 
wieder herauszubekommen. Daher wurden die Konzentrationen noch einmal durch das ab-
gezogene Volumen geteilt. Erfahrungswerte hatten gezeigt, dass dies reproduzierbarere Er-
gebnisse liefert. Diese Werte wurden daraufhin in prozentuale Werte umgerechnet, indem 
sie auf den Mittelwert der Carrageen-Kontrollgruppe, bzw der Kontrollgruppe (bei GSH) als 
Referenz für 100% bezogen wurden.  
Für die statistische Auswertung wurde IBM SPSS Statistics 20 von IBM Deutschland GmbH 
(Ehningen, Deutschland) verwendet. Es wurde auf Mittelwertgleichheit im t-Test zweier un-








6.3.4 Reagenzien  
 
Salicortin wurde wie in Kapitel 1 beschrieben isoliert und in einer Reinheit von 96,2% ver-
wendet. Acetylsalicylsäure wurde von der Chemical Industries Development Company in 
Kairo, Ägypten, Trichloressigsäure von Mallinckrodt, Griesheim, Deutschland und n-Butanol 
von der Firma Merck in Darmstadt, Deutschland erworben. Salicin in einer Reinheit von 99% 







7. Pharmakokinetische Studie: Identifizierung phenolischer Metabo-







7.1.1 Hintergrund der pharmakokinetischen Studie 
 
Auf der Suche nach den Inhaltsstoffen, die an der antiphlogistischen, analgetischen und an-
tipyretischen Wirksamkeit beteiligt sind, sind in verschiedenen Studien Salicylsäure sowie 
deren Derivate wie Gentisinsäure und Salicylursäure als Hauptmetabolit der in Weidenrinde 
vorkommenden Salicylalkoholderivate im Serum und Urin detektiert worden [53, 54]. Dabei 
konnte allerdings auch gezeigt werden, dass nicht ausreichend viel Salicylsäure nach Ein-
nahme der maximalen Tagesdosis des Weidenrindextraktes bioverfügbar ist, um das Aus-
maß der pharmakologischen Wirkung des Weidenrindenextraktes zu erklären [53]. Es müs-
sen also noch weitere Inhaltsstoffe oder deren Metabolite für die Wirksamkeit des Extraktes 
mit verantwortlich sein. Diesbezüglich sind bereits die Polyphenole, insbesondere die 
Flavonoide als wirksamkeitsmitbestimmende Inhaltstoffgruppe diskutiert worden [37]. 
In der vorliegenden pharmakokinetischen Studie sollte nach Metaboliten der Salicylalkohol-
derivate Salicortin und Tremulacin sowie anderer Verbindungen mit einer 1-Hydroxy-6-oxo-2-
cyclohexencarbonsäureester-Partialstruktur nach Einnahme eines Weidenrindenextraktes 
von gesunden Probanden gesucht werden. Salicortin, Tremulacin oder auch Acetylsalicortin 
könnten durch ihre strukturelle Voraussetzung der Veresterung eines Salicylalkohols mit ei-
nem Molekül 1-Hydroxy-6-oxo-2-cyclohexencarbonsäure sowohl zu Salicylsäure als auch zu 
Catechol metabolisiert werden (s. Kapitel 3 unter 3.1). 
In Kapitel 3 konnte bereits gezeigt werden, dass Catechol als Abbauprodukt des Salicylalko-
holderivats Salicortin im unteren mikromolaren Bereich die TNF-α induzierte ICAM-1-
Expression an Endothelzellen hemmt. Auch in der Literatur ist für Catechol und Cate-
cholderivate gezeigt worden, dass sie im unteren mikromolaren Bereich auf verschiedene 
Arten hemmend in physiologische Entzündungsmechanismen eingreifen können [93, 94] (s. 
Kapitel 4 unter 4.1). Ferner zeigten die Ergebnisse aus Kapitel 4, dass Catechol in vivo im 






tin ist. In Kapitel 6 konnten bestimmte entzündungshemmende Eigenschaften von Salicortin 
im Tiermodell beobachtet werden, welche nur auf die Metabolisierung zu Catechol und nicht 
auf den Metabolismus zur Salicylsäure zurückzuführen waren (s. Kapitel 6, 6.2.3).  
 
Damit ist nun von Interesse, ob nach Einnahme eines Weidenrindenextraktes Catechol ne-
ben Salicylsäure auch im menschlichen Serum bei gesunden Probanden zu detektieren ist 
und somit zur Aufklärung des Wirkprinzips von Weidenrinde beitragen könnte.  
 
 
7.1.2 Rechtliche Grundlagen der pharmakokinetischen Studie als klinische Prüfung und ge-
setzliche Vorgaben für ihre Durchführung 
 
In § 4 Abs. 23 definiert das Arzneimittelgesetz (AMG) eine klinische Prüfung als „jede am 
Menschen durchgeführte Untersuchung, die dazu bestimmt ist, klinische oder pharmakolo-
gische Wirkungen von Arzneimitteln zu erforschen oder nachzuweisen oder Nebenwirkungen 
festzustellen oder die Resorption, die Verteilung, den Stoffwechsel oder die Ausscheidung zu 
untersuchen, mit dem Ziel, sich von der Unbedenklichkeit oder Wirksamkeit der Arzneimittel 
zu überzeugen.“ Im Fall der hier vorgestellten Studie, sollte ein bereits zugelassenes Arznei-
mittel (ein Weidenrindenextrakt-Präparat) auf bisher noch nicht identifizierte Stoffwechsel-
produkte untersucht werden. Es sollten neue Erkenntnisse zum Wirkprinzip gewonnen wer-
den, wohingegen die Wirksamkeit der Droge vorher schon mehrfach belegt worden ist [40, 
41, 43]. Die vorliegende Studie ist demnach laut Definition des AMG keine klinische Prüfung. 
Dennoch gelten hier alle Richtlinien des AMG zu klinischen Prüfungen, denn das AMG legt in 
§ 40 Abs. 1 Satz 1 fest, dass bei der Durchführung einer klinischen Studie die sich aus § 1 
Abs. 3 der Richtlinie 2001/20/EG ergebenden Grundsätze der guten klinischen Praxis einge-
halten (GCP-Verordnung, GCP-V) werden müssen. Laut § 2 der GCP-Verordnung fallen alle 
Bioverfügbarkeitsstudien in ihren Anwendungsbereich. Damit musste auch diese Studie nach 
der GCP-V durchgeführt werden, welche letztendlich alle Punkte aus dem Arzneimittelgesetz 
in die Praxis umsetzt. Insofern handelt es hier sehr wohl um eine klinische Prüfung.  
Nach § 40 Abs.1 Satz 1 AMG muss die Durchführung einer klinischen Prüfung am Menschen 
zuvor bei der zuständigen Bundesoberbehörde, in diesem Fall das Bundesinstituts für Arz-
neimittel und Medizinprodukte (BfArM), genehmigt und von der zuständigen Ethikkommis-
sion, in diesem Fall die Ethikkommission der bayerischen Landesärztekammer, positiv be-
wertet werden. Die GCP-V gibt in § 7 alle Vorschriften zur Antragstellung beim BfArM und 
bei der Ethikkommission vor. Wesentlich bei der Antragstellung ist das Verfassen eines 
Prüfplans. Dieser ist „die Beschreibung der Zielsetzung, Planung, Methodik, statistischer 






lung der Studie sowie die gesamte Studienplanung sollten sich demnach hier wiederfinden. 
Unter anderem ist an dieser Stelle auch die Angabe einer EudraCT-Nummer erforderlich. 
Diese muss vorher unter https://eudract.ema.europa.eu bei der European Union Drug Regu-
lating Authorities Clinical Trials (EudraCT) zusammen mit einem Studiencode beantragt wer-
den. Die EudraCT gehört der europäischen Arzneimittelbehörde (European Medicines 
Agency (EMA)) an. 
 
Nachdem die vorliegende klinische Studie mit der EudraCT-Nr. 2011-001829-24 und dem 
Studiencode „WBCat-1“ eine zustimmenden Bewertung der Ethikkommission der bayeri-
schen Landesärztekammer und eine Genehmigung des BfArM erhielt, konnte sie an der an-




7.1.3 Festlegung der Prüfmedikation durch Catechol-, Salicortin- und Tremulacingehalts-
bestimmung in Assalix®, Optovit Actiflex® und Proaktiv®  
 
Mit der Durchführung der klinischen Studie WBCat-1 sollte erstmals im Menschen untersucht 
werden, ob Catechol ein Metabolit der in der Weidenrinde vorkommenden Verbindungen mit 
einer 1-Hydroxy-6-oxo-2-cyclohexencarbonsäureester-Partialstruktur wie etwa Salicortin o-
der Tremulacin ist. Für diese Untersuchungen wurde ein Weidenrindenextraktpräparat mit 
möglichst geringer genuiner Catecholkonzentration bei möglichst hoher Salicortin- und Tre-
mulacinkonzentration gesucht. Assalix® (Bionorica SE), Optovit Actiflex® (Hermes Arzneimit-
tel) und Proaktiv® (Steigerwald) sind drei in deutschen Apotheken häufig vorkommende Wei-








7.2 Ergebnisse und Diskussion 
 
 
7.2.1 Catechol-, Salicortin- und Tremulacingehalt in Assalix®, Optovit Actiflex® und Proaktiv®  
 
In Abbildung 7.2.1-1 wurden drei Beispielchromatogramme von Assalix®, Optovit Actiflex® 
und Proaktiv® des optimierten HPLC-Laufs zusammengefasst, mit dem gleichzeitig die 
Quantifizierung von Catechol, Salicortin und Tremulacin in einer Arzneiform möglich war. 
 
 
Abb. 7.2.1-1: Ausschnitt der HPLC-Chromatogramme von Assalix® (unten), Optovit Actiflex® (Mitte) und Proaktiv® (oben) mit 
den markierten Catechol-, Salicortin- und Tremulacinpeaks bei 275 nm (DAD). 
 
Die Analyse von Assalix®, Optovit Actiflex® und Proaktiv® ergab, dass prinzipiell Assalix® das 
für die Zwecke der klinischen Studie WBCat-1 beste Inhaltsstoffspektrum aufwies (s. Abb. 
7.2.1-2). Hier war 4,2-mal mehr Salicortin und 0,4-mal mehr Tremulacin enthalten als Cate-
chol. Ähnlich verhielt es sich bei Optovit Actiflex®. Hier lag das Salicortin-Catechol-Verhältnis 
bei 3,9:1 und das Tremulacin-Catechol-Verhältnis bei 0,24:1.  
Bei Proaktiv® war das Verhältnis von Salicortin zu Catechol mit 1,8:1 und von Tremulacin zu 
Catechol mit 0,1:1 deutlich schlechter. Proaktiv® schied daher als Prüfmedikation aus.  
Trotz seiner guten Eignung kam allerdings auch Assalix® als Prüfmedikation nicht in Frage, 
da die Zulassung dieses Arzneimittels auf eine Tagesmaximaldosierung von 120 mg Ge-
samtsalicin beschränkt war. Bei Optovit Actiflex® hingegen wurde die Zulassung an die aktu-
elle HMPC- und ESCOP-Monographie [16, 17] mit einer Tagesmaximaldosierung von 240 
Minutes





















































mg Gesamtsalicin angepasst. Bei der Tagesmaximaldosierung von Optovit Actiflex® mit vier 
Tabletten werden 346,6 µmol Salicortin, 21,4 µmol Tremulacin und 89,8 µmol Catechol, hin-
gegen bei der maximal zulässigen Gabe von zwei Tabletten Assalix® nur 171,6 µmol Salicor-
tin, 17,5 µmol Tremulacin und 41,3 µmol Catechol appliziert. Wegen der Befürchtung, dass 
die Serumkonzentrationen der Metabolite sehr gering sein könnten, sollte die Dosierung der 
Prüfmedikation so hoch wie möglich gewählt werden. Dies sollte gewährleisten, dass die 
Analytkonzentrationen oberhalb des Detektionslimits des Dioden-Array-Detektors (DAD) lie-
gen. Demzufolge wurde Optovit Actiflex® als Prüfmedikation ausgewählt. 
 
 
Abb. 7.2.1-2: Darstellung des Catechol-, Salicortin- und Tremulacingehalts in Assalix®, Optovit Actiflex® und Proaktiv® pro 













Tabelle 7.2.2.1 gibt die Ergebnisse der ermittelten Validierungsparameter der Gehaltsbe-
stimmungsmethode von Catechol und Salicylsäure aus aufgearbeiteten menschlichen Seren 
wieder. Beide Kalibriergeraden zeigten hohe Linearität mit Korrelationskoeffizienten > 0,99. 
Da Catechol nur ein kleines Chromophor aufweist, lag hier die Quantifizierungsgrenze bei 
0,75 µM, bei Salicylsäure mit ihrem größeren Chromophor bei 0,25 µM. Sicherlich ist der 
DAD nicht der geeignetste Detektor für eine Catecholquantifizierung, da die Empfindlichkeit 
gegenüber eines beispielsweise elektrochemischen Detektors deutlich geringer ist. Aller-
dings hat der DAD den Vorteil, dass Catechol und Salicylsäure zusammen in einem HPLC-
Lauf detektiert werden können. Ferner liegt bei dieser Detektionsmethode ein Vorteil bei der 
gleichzeitig möglichen Identifizierung der Analyten über ihr UV-Spektrum. Des Weiteren stell-
ten sich die detektierten Konzentrationen des Catechols in den Serumproben als so hoch 
heraus, dass diese mit einer Optimierung des Fließmittelsystems gut mittels DAD bestimm-
bar waren.   
 
Tab. 7.2.2.1: Validierungsparameter der Catechol- und Salicylsäure-Gehaltsbestimmungsmethode in 
menschlichen Seren nach Aufarbeitung. 
Kalibrierung in Matrix, n = 6 Geradengleichunig R2 
Catechol/Methylcatechol y = 0,1341x – 0,0172 0,9986 
Salicylsäure/Methylcatechol y = 0,1872x – 0,0963 0,9966 
LOD/LOQ, n = 6 LOQ LOD 
Catechol 0,75 µM 0,5 µM 
Salicylsäure 0,25 µM 0,1 µM 
Präzision, n = 5 StabW [%] intra-day StabW [%] inter-day 
Catechol 4 µM/Methylcatechol 9 µM 1,52 2,52 
Wiederfindung, n = 5 Mittelwert [%] StabW [%] 
Catechol 2 µM 99,09 8,92 
Catechol 8 µM 93,33 10,27 
Catechol 16 µM 83,4 8,62 
Catechol 20 µM 79,32 2,79 
Methylcatechol 18 µM 88,70 2,76 
Salicylsäure 2 µM 85,34 6,10 
Salicylsäure 10 µM 76,91 4,78 






Die Präzisionsversuche ergaben mit einer intra-day Standardabweichung von 1,52% und 
einer inter-day Standardabweichung von 2,52% sehr zufriedenstellende Ergebnisse. Die 
FDA gibt vor, dass die Standardabweichungen vom Mittelwert bei biologischen Proben < 
15% sein sollten [164].  
Auch die Wiederfindungsversuche zeigten recht gute Ergebnisse. Bis auf zwei Ausnahmen 
lagen alle Wiederfindungsversuche über 80%, wobei die Wiederfindung von Catechol in den 
niedrigeren Konzentrationen deutlich höher lag als in den höheren. Die Standardabweichung 
vom Mittelwert war im Durchschnitt etwas hoch, wurde aber akzeptiert.  
Auf die Selektivität der Methode wird in Kapitel 4 unter 4.2.1.1.1 genauer eingegangen. 
 
 
7.2.2.2 Catechol- und Salicylsäurekonzentration im Serum gesunder Probanden nach Ein-
nahme eines Weidenrindenextraktes und enzymatischer Aufarbeitung der Serumproben  
 
In Kapitel 4 konnte bereits gezeigt werden, dass Catechol ein Abbauprodukt von Salicortin in 
vivo ist. In Kapitel 7 sollte nun untersucht werden, ob Catechol auch nach oraler Aufnahme 
eines Weidenrindenextraktes im menschlichen Serum nach enzymatischer Aufarbeitung mit 
Sulfatase und β-Glucuronidase zu finden ist. Abbildung 7.2.2.2-1 zeigt, dass dies tatsächlich 
der Fall war.  
Für die pharmakokinetische Studie standen mit vier Männern und vier Frauen acht gesunde 
Probanden zur Verfügung, die das Verum (=Weidenrindenextrakt) erhielten. Die freiwilligen 
Probanden waren zwischen 21 und 28 Jahre alt, zwischen 156 und 193 cm groß, wogen 
zwischen 49 und 80 kg und hatten einen BMI zwischen 20,1 und 24,8 kg/m2.  
Es wurde ein schnelles Anfluten von Catechol im Blut der Probanden nach Weidenrindenex-
trakteinnahme beobachtet. Die maximal erreichte Konzentration (cmax) von Catechol nach 
enzymatischer Aufarbeitung wurde 1,2 h (= tmax) nach Optovit Actiflex®-Einnahme mit 13,3 
µM ± 3,2 µM ermittelt. Die Eliminationshalbwertszeit wurde mit 2,5 h und die AUC0-∞ mit 60,8 
µM∙h bestimmt (s. Tab. 7.2.2.2). Nach 10 Stunden konnte nur noch bei einem Probanden 







Abb. 7.2.2.2-1: Catecholkonzentration in enzymatisch aufgearbeiteten Seren gesunder Probanden nach Weidenrindenex-
trakteinnahme; n = 8; Mittelwert + StabW.  
 
Salicylsäure ist als Metabolit verschiedener Salicylalkoholderivate nach Einnahme von Wei-
denrindenextrakten bereits beschrieben worden [52, 53]. Auch in der vorliegenden Studie 
konnte Salicylsäure in den Probandenseren nachgewiesen werden (s. Abb. 7.2.2.2-1). Wie 
schon Catechol war auch Salicylsäure bereits nach 30 Minuten in den Seren zu finden, wo-
bei deren Maximalkonzentration erst nach 2,7 h erreicht wurde, sehr ähnlich wie schon Pentz 
et al. [52] zeigten. Allerdings lag die maximale Serumkonzentration in der vorliegenden Stu-
die mit durchschnittlich 24,5 µM (entspr. 3,4 mg/l) deutlich höher als bei Pentz et al. [52] und 
bei Schmid et al. [53]. Bei Pentz et al. ist eine Maximalkonzentration von 0,13 mg/l nach Ein-
nahme eines Extraktes mit 55 mg Gesamtsalicin erreicht worden. In der vorliegenden Studie 
wurde 4,4-mal mehr Salicin appliziert und ein 5,6-fach höherer Serumspiegel mit Einberech-
nung dieses Faktors als bei Pentz et al. gemessen. Dies könnte eventuell daran liegen, dass 
bei Pentz et al. ein Weidenrinden-Colasamenextrakt-Kombinationspräparat untersucht wurde 
und hier die Matrixeffekte eine Rolle spielten. Schmid et al. detektierten eine Maximalkon-
zentration von 1,2 mg/l Salicylsäure in den Probandenserum bei einer Einnahme eines Wei-
denrindenextraktes, der einer Menge von 240 mg Gesamtsalicin entsprach. Die Maximal-
konzentration der Salicylsäure in der vorliegenden Studie war demnach 2,7-fach höher als 
bei Schmid et al. bei gleich hoher Gesamtsalicingabe. Allerdings wurde bei Schmidt et al. die 
Dosis auf zwei Gaben innerhalb von drei Stunden verteilt, was den Unterschied erklären 
könnte. Die errechnete AUC in der vorliegenden Studie lag mit 127,8 µM∙h ebenfalls höher 
als die von Schmid et al. (99.0 µM∙h). Beide AUCs liegen aber im vergleichbaren Bereich. 
Die Bioverfügbarkeit von Salicylsäure aus einem Weidenrindenextrakt ist somit gut ver-
gleichbar zwischen den beiden Studien. 
Salicylsäure flutete außerdem nicht so schnell ab wie Catechol. Mit der Ausnahme eines 







Abb. 7.2.2.2-2: Salicylsäurekonzentration in enzymatisch aufgearbeiteten Seren gesunder Probanden nach Weidenrindenex-
trakteinnahme; n = 8; Mittelwert + StabW.  
l 
Schmid et al. zeigten, dass Salicylsäure außerdem durch weitere Metabolisierung mit Glycin 
zu Salicylursäure konjugiert oder zu Gentisinsäure oxidiert werden kann. Diese Metabolite 
kommen nur zu einem sehr geringen Teil im Serum vor, Salicylursäure findet sich aber in 
größeren Mengen im Urin.  
Weder Gentisinsäure noch Salicylursäure konnten in den Probandenseren der Studie 
WBCat-1 detektiert werden. 
 
Tab. 7.2.2.2: Pharmakokinetische Parameter von Catechol und Salicylsäure nach einmaliger Einnah-
me eines Weidenrindenextraktes in Form von 4 Tabletten Optovit Acitflex® (entsprechen 240 mg Ge-
samtsalicin), n = 8.  
Catechol cmax [µM] tmax [h] t1/2 [h] AUC0-∞ [µM∙h] 
Mittelwert 13,28 1,19 2,47 60,8 
SD 3,20 0,37 0,53 21,5 
Salicylsäure cmax [µM] tmax [h] t1/2 [h] AUC0-∞ [µM∙h] 
Mittelwert 24,49 2,69 2,42 127,8 
SD 11,92 0,96 0,80 61,6 
 
 
7.2.2.3 Catechol- und Salicylsäurekonzentration in nicht enzymatisch aufgearbeiteten Seren 
gesunder Probanden nach Einnahme eines Weidenrindenextraktes 
 
Wie schon in Kapitel 4 (s. 4.2.3) bei den Rattenseren durchgeführt, wurden auch hier die drei 
Serumproben, welche den höchsten Catecholgehalt nach enzymatischer Aufarbeitung auf-






auch hier in keiner der Proben ein Catecholsignal detektiert werden. Dieses Ergebnis zeigt, 
dass Catechol sowohl in Rattenseren als auch in menschlichen Seren nur konjugiert (als 
Sulfat oder Glucuronid) vorlag, bzw. dass die Menge des freien Catechols unter dem Detek-
tionslimit des DAD lag. 
Diese Proben wurden genauso wie in 4.2.3 beschrieben massenspektrometrisch untersucht. 
Hierbei konnte die Molekülmasse des Catecholsulfats leicht gefunden werden (m/z 188,9859 
[M]-, gemessen gegenüber m/z 188,9863 [M]- laut Berechnung). Die Molekülmasse des Ca-
techolglucuronids trat in der Peakliste des Massenspektrometers nicht auf, es konnte aber 
händisch ein sehr kleines Signal gefunden werden (m/z 285,0616 [M]-), wobei dieses Signal 
noch deutlich kleiner war als bei den Rattenseren (ca. ein Drittel der Höhe des Signals in den 
Rattenseren). 
Salicylsäure hingegen lag genauso wie im Tierversuch im menschlichen Serum frei vor, da 
die Flächen der Salicylsäurepeaks ohne enzymatische Aufarbeitung denen nach enzymati-
scher Aufarbeitung entsprachen. Schmid et al. [53] kamen ebenfalls zu diesem Ergebnis.  
 
 
7.2.2.4 Catecholkonzentration in Seren gesunder Probanden nach Einnahme eines Weiden-
rindenextraktes und nur partieller enzymatischer Aufarbeitung der Serumproben  
 
Ein Teil der Serumproben wurde wie bereits mit Rattenseren in Kapitel 4.2.4 verfahren ent-
weder nur mit Sulfatase oder nur mit β-Glucuronidase versetzt. Wie in 7.2.2.3 wurden die 
drei Serumproben bearbeitet, welche den höchsten Catecholgehalt nach enzymatischer Auf-
arbeitung aufwiesen.  
Nach Aufarbeitung nur mit β-Glucuronidase konnte hier kein Catechol per HPLC-DAD detek-
tiert werden, beim Versetzen nur mit Sulfatase hingegen schon. Zusammen mit den Ergeb-
nissen aus 7.2.2.3 zeigt dies, dass Catechol nur zu einem geringen Teil im Phase-II-
Metabolismus mit Glucuronsäure und zum größten Teil mit Sulfat konjugiert wurde. Der An-
teil an Catecholglucuronid war hierbei so gering, dass die Konzentration an Catechol nach 
alleiniger Aufarbeitung der Seren mit β-Glucuronidase unter dem Detektionslimit des DAD 
lag. Des Weiteren wurde in Kapitel 5 die Synthese eines Catecholglucuronids beschrieben, 
welche damit eine Referenzsubstanz dieses Metabolits lieferte. Im Chromatogramm (DAD) 
der nicht enzymatisch aufgearbeiteten Seren konnte kein Catecholglucuronid mit Hilfe der 







7.2.3 Zusammenfassung und Schlussfolgerung 
 
Durch die klinische Prüfung WBCat-1 konnte erstmalig gezeigt werden, dass Catechol als 
Metabolit bestimmter 1-Hydroxy-6-oxo-2-cyclohexencarbonsäureester-haltiger Strukturen 
aus Weidenrinde im menschlichen Serum auftritt. Catechol liegt hierbei nicht als freies Mole-
kül, sondern hauptsächlich als Sulfat konjugiert vor. 
Bei einem durchschnittlichen Blutvolumen eines Menschen von 65 ml/kg KG [165] und einem 
mittleren Probandengewicht von 68,4 kg ergibt sich ein mittleres Probandenblutvolumen von 
ca. 4,45 L. Mit der Prüfmedikation wurden insgesamt 89,8 µmol Catechol appliziert, woraus 
sich durch Division durch das mittlere Probandenblutvolumen eine Konzentration von 20,18 
µM ergibt. Die tatsächlich gemessene Maximalkonzentration von 13,02 µM ± 3,24 µM Cate-
chol lag unter diesem Wert. Es kann also nicht ausgeschlossen werden, dass das im Serum 
gefundene Catechol nur aus dem schon im Extrakt enthaltenen Catechol stammte. Aller-
dings kann zusammen mit den tierexperimentellen Ergebnissen aus Kapitel 4 angenommen 
werden, dass das im Blut erscheinende Catechol sowohl aus dem schon genuin im Extrakt 
enthaltenen Catechol stammt, als auch ein Produkt aus der Metabolisierung von Salicortin, 
Tremulacin und anderen Verbindungen mit einer 1-Hydroxy-6-oxo-2-cyclohexen-
carbonsäureester-Partialstruktur darstellt.  
Die entzündungshemmende Wirkung von Catechol ist wie in 7.1.1 erläutert schon mehrfach 
in der Literatur beschrieben worden. Die allgemeine Lehre lautet, dass Phase-II-Metabolite 
wie Glucuronide oder Sulfate sehr polar sind, daher renal oder biliär ausgeschieden werden 
und in der Regel nicht mehr pharmakologisch aktiv sind [100, 166]. Neuere Untersuchungen 
zeigen jedoch, dass gerade in entzündeten Geweben die Aktivität dekonjugierender Enzyme 
wie β-Glucuronidase gesteigert werden kann [112] und somit das eigentlich entzündungs-
hemmende Molekül wieder frei im entzündeten Gewebe vorliegen und wirken kann. Auch 
konnte beispielsweise gezeigt werden, dass intravenös verabreichte Quercetinglucuronide in 
einem Tiermodell mit Ratten den Blutdruck der hypertensiven Tiere senken konnte, dieser 
Effekt aber bei gezielter Hemmung der β-Glucuronidase nicht auftrat. Gleiches beobachtete 
man bei der oralen Gabe von Quercetin [113]. Es wird diskutiert, dass die Phase-II-
Konjugate die Transportformen der Wirkformen darstellen, welche von Enzymen aktivierter, 










Um bezüglich Catechol genauere pharmakokinetische Aussagen treffen zu können, müssten 
hierzu Bioverfügbarkeitsstudien durchgeführt werden. Die Division der applizierten Stoffmen-
ge Catechol durch das mittlere Probandenvolumen (s. 7.2.3) ist nur eine Näherung. Vertei-
lungsvorgänge, die Geschwindigkeit der Resorption und die Bioverfügbarkeit der Substanz 
werden hierbei nicht berücksichtigt. Es müsste die Reinsubstanz Catechol sowohl oral als 
auch intravenös appliziert und die jeweilige AUC bestimmt werden. So erhielte man genaue-
re Aussagen über seine Gewebsverteilung und Bioverfügbarkeit und damit auch genauere 
Erkenntnisse über die Quelle des Catechols in der vorliegenden Studie WBCat-1. Allerdings 
ist fraglich, ob so eine Studie vom BfArM und von der Ethikkommission bewilligt werden wür-
de, da Catechol als Reinsubstanz als potentiell kanzerogen eingestuft wurde (s.u.). In vivo 
Versuche im Tier könnten schnellere Ergebnisse liefern, wobei diese nicht zwangsläufig auf 
den Menschen übertragbar sind [167].   
Die Abwesenheit freien Catechols im menschlichen Blut bedeutet nicht unbedingt, dass es 
nicht wirken kann, sondern dass die Catecholkonjugate in entzündeten Geweben eventuell 
wieder dekonjugiert werden und die antiinflammatorische Wirkung des freien Catechols so 
zum Tragen kommen kann (s. 7.2.3). Um dies zu untersuchen, müssten weitere in vivo Ver-
suche durchgeführt werden. Ähnlich wie bei Galindo et al. [113] könnten Catecholsulfat und 
Catecholglucuronid i.v. oder Catechol p.o. verabreicht und das Ausmaß eines pharmakologi-
schen Effekts mit und ohne gleichzeitiger Applikation von Sulfatase- und Glucuro-
nidasehemmstoffen beobachtet werden (vgl. Kapitel 5, 5.2.3). Es müsste dabei ein Entzün-
dungsmodell gewählt werden, in welchem Entzündungsparameter wie beispielsweise die 
TNF-α-, IL-1 β- oder auch die MPO-Expression bestimmt werden können (vgl. Kapitel 6 unter 
6.1.2).  
Neben den oben und in Kapitel 6 genannten positiven entzündungshemmenden Eigenschaf-
ten, sind für Catechol auch mögliche karzinogene Eigenschaften beschrieben worden. Auf-
grund seiner Fähigkeit, Redoxzyclen eingehen zu können, wurde die Produktion von ROS 
(reaktive Sauerstoffspezies) durch Catechol und eine damit einhergehende Schädigung der 
DNA diskutiert. Makromoleküle wie die DNA könnten auch durch Adduktbildungen mit Cate-
chol geschädigt werden [155]. Eine DNA-Schädigung ist beispielsweise für Catechol als na-
türlicher Bestandteil im Zigarettenrauch in vitro gezeigt worden. Hierbei sind allerdings Kon-
zentrationen ≥ 50 µM getestet worden [168]. In der hier diskutierten pharmakokinetischen 
Studie sind Konzentrationen lediglich um 13 µM des konjugierten Catechols bestimmt wor-
den. Ferner wurde in der vorliegenden Studie die Tagesdosis auf einmal verabreicht, welche 
normalerweise in zwei Einzelgaben aufgeteilt wird. Dies bedeutet folglich eine noch niedrige-






IARC (international agency for research on cancer) klassifizierte Catechol als mögliches Kar-
zinogen im Menschen (Gruppe 2 B), wobei beim Menschen keine Daten und beim Tier wi-
dersprüchliche Daten zur karzinogenen Wirkung vorliegen [169]. Ähnliches ist auch von 
Quercetin berichtet worden, einer der am meisten untersuchten Substanzen. Quercetin ist 
ein Flavonoid, das häufig in Obst und Gemüse vorkommt [170]. Es wurden karzinogene Ei-
genschaften von Quercetin aufgrund einer oxidativen Schädigung der DNA gezeigt [171]. 
Andererseits wirkt aber eine Flavonoid- und damit Quercetinreiche Diät in Form reichlicher 
Mengen Obst und Gemüse chemopräventiv, also krebsvorbeugend [172]. Damit ist auch die 
mutmaßlich karzinogene Wirkung von Catechol als fragwürdig zu betrachten. Darüber hinaus 
ist es sicherlich ein Unterschied, ob die Substanz in größeren Mengen isoliert in Zellkultur- 
oder in in vivo-Studien betrachtet wird oder als entstehender Metabolit aus Salicortin (s. Ka-
pitel 4), bzw. Weidenrindenextrakt-Präparaten. Grundsätzlich scheint es problematisch, in 
vitro Ergebnisse auf in vivo Situationen zu übertragen. Ferner lag Catechol im Blut nicht frei, 
sondern in Form seiner Konjugate vor und kann so prinzipiell keine Redoxzyklen mehr ein-
gehen. Eine allgemeine karzinogene Gefahr kann auf diese Weise vom Catechol vermutlich 
nicht mehr ausgehen. Des Weiteren ist Catechol als Bestandteil von Lebensmitteln des tägli-
chen Bedarfs ermittelt worden. Catechol kommt in größeren Mengen in Röstkaffee, Brotkrus-
ten, Kakaopulver und geröstetem Malz, in geringeren Mengen in Bier (vor allem dunkles) 
sowie in Kartoffelchips und sehr wenig in Früchten wie Äpfeln und Mangos vor [173, 174].   
Im Rahmen der diskutierten Langzeit-Toxizität von Catechol, müssten bisher fehlende Lang-
zeitstudien durchgeführt werden. Sie könnten Aufschluss über das tatsächlich kanzerogene 
Potential von Catechol aus Weidenrindenextrakt-Präparaten liefern. 
 
 
7.3 Experimenteller Teil 
 
 




7.3.1.1 Herstellung der Untersuchungslösungen 
 
Der Inhalt von je einer Proaktiv® Hartkapsel (n = 3) wurde in einen 200 ml Messkolben über-
führt, mit Methanol 5% aufgefüllt und gelöst. Bei Assalix® und Optovit Actiflex® wurde je eine 






führung in einen 100 ml Messkolben mit 100 ml Methanol 5% versetzt und fünf Minuten in 
ein Ultraschallbad gestellt. Nach Umschütteln konnte jedem Messkolben je ca. 1 ml Probe 
entnommen, über Spritzenvorsatzfilter filtriert und nachfolgend per analytischer HPLC unter-
sucht werden.  
 
Tab 7.3.1.1: Herstellerangaben zu den untersuchten Arzneimitteln in 7.3.1.1. 
Arzneimittel Assalix® Proaktiv® Optovit Actiflex® 
Darreichungsform überzogene Tabletten Kapseln überzogene Tabletten 
Extraktionsmittel  Ethanol 70%  Wasser  Ethanol 70% 
DEV 8-14:1 16-23:1 8-14:1 
Trockenextrakt/ 
Darreichungsform 
393,24 mg 480 mg 393 mg 
Entspricht Salicin/ 
Darreichungsform 
60 mg 120 mg 60 mg 
Maximal zugelassene 
Tagesdosierung 
2 Tabletten 2 Kapseln 4 Tabletten 
Chargenbezeichnung 0000058935 041034 0113911 











Die 5-Punkt-Kalbriergeraden für Catechol, Salicortin und Tremulacin errechneten sich je aus 
den Mittelwerten einer Dreifachbestimmung. Für jede Substanz ergaben drei verschiedene 
Einwaagen drei Stammlösungen in Methanol, welche mit Methanol auf die gewünschten 
Konzentrationen verdünnt wurden. Es wurden je fünf Konzentrationen bestimmt, bei Cate-
chol 100, 250, 500, 750 und 1000 µM, bei Salicortin 250, 500, 750, 1000 und 1250 µM, bei 
Tremulacin 12, 25, 40, 80 und 100 µM. Aus den Kalibriergeraden ergaben sich folgende Ge-
radengleichungen: Catechol: y = 16367x - 388595; R2 = 0,9991; Salicortin: y = 8150,8x - 
220200; R2 = 0,9995 und Tremulacin: y = 11032x - 66353; R2=0,9999. 
 
 
7.3.1.3 HPLC-Analytik  
 
Die Analytik der Untersuchungs- sowie der Kalibrierlösungen erfolgte mittels analytischer 
HPLC. Der Trennung auf einer 25 cm langen RP18-Säule in einem sauren, wässrig-
methanolischen Fließmittelsystem schloss sich die Detektion mittels eines Dioden-Array-
Detektors an. Die Retentionszeiten lagen bei 23,0 min für Catechol, bei 20,9 min für Salicor-







Tab. 7.3.1.3: HPLC-Bedingungen und HPLC-System der Catechol-, Tremulacin- und Salicortin-
gehaltsbestimmung in Assalix®, Optovit Actiflex® und Proaktiv® (Geräte und Software siehe Kap.2, Tab. 2.3.2.3). 
Fließmittel 
 
Fließmittel A H2O (Millipore®) mit 0,1% TFA (p.A., ≥ 95%, Sigma-Aldrich, Steinheim, 
Deutschland) 
Fließmittel B Methanol (Lichrosolv®, Merck, Darmstadt, Deutschland) 
Gradient  
Min Fließmittelzusammensetzung [%B in A] 
0 – 30 5%  8%  
30 – 31 8%  10% 
31 – 84  10%  80%  
84 – 94 80%  
94 – 96 80%  5%  
96 – 102  5%   
Einstellungen  
Temperatur Autosampler 4 °C 
Temperatur Säulenofen 30 °C 
Fließgeschwindigkeit 0,8 ml/min 
Injektionsvolumen 20 µl 
Detektionswellenlänge Catechol 275 nm 
Detektionswellenlänge Salicortin 270 nm 
Detektionswellenlänge Tremulacin 271 nm 
Trennsäule 
 
Hibar® 250-4 mm Kartusche mit Purospher Star® RP18-e (5 µm) und Vorsäule, Merck, Darmstadt, Deutschland 
 
 
7.3.1.4 Berechnung des Catechol-, Salicortin- und Tremulacingehalts in Assalix®, Optovit 
Actiflex® und Proaktiv® 
 
Durch die Bestimmung der Peakflächen von Catechol, Salicortin und Tremulacin in den 
Chromatogrammen der Untersuchungslösungen konnte mit Hilfe der jeweiligen Kalibrierge-
raden die Konzentration des Analyten in der Untersuchungslösung berechnet werden. Für 
die Ermittlung der Stoffmenge des Analyten in einer Darreichungsform wurde die Konzentra-
tion mit dem Volumen der Untersuchungslösung multipliziert. 
 
 
7.3.1.5 Verwendete Geräte, Chemikalien und Verbrauchsmaterialien in Kapitel 7.3.1 
 
Tab 7.3.1.5-1: Verwendete Geräte in Kapitel 7.3.1: 
Funktion Name Hersteller 
Messkolben 100 ml, 
200 ml 
Duran Messkolben  Duran Group GmbH, Werthein/Rhein, Deutschland  
Ultraschallbad VWR Ultrasonic cleaner, 
USC 1700TH 
VWR international GmbH, Darmstadt, Deutschland 







Tab. 7.3.1.5-2: Verwendete Chemikalien/Verbrauchsmaterialien in Kapitel 7.3.1. 
Name Qualität Hersteller 
Catechol ≥ 99% Sigma-Aldrich, Steinheim, Deutschland 
Salicortin 96,2% Isolat, siehe Kapitel 2.2.5 
Tremulacin 85,7% Isolat, siehe Kapitel 2.2.5 
Methanol Lichrosolv® HPLC-Qualität Merck, Darmstadt, Deutschland 
Spritzenvorsatzfilter und Einmalspritzen siehe Tab. 2.3.3.1-2 (Kapitel 2) 
 
 





Auf die Studie wurde durch einen Aushang und mündlich in den Unterrichtsveranstaltungen 
innerhalb der Fakultät aufmerksam gemacht. Sie stand jedem offen, der die Einschlusskrite-
rien erfüllte, bzw. die Ausschlusskriterien nicht erfüllte: 
 
Einschlusskriterien waren:  
− 18 bis 45 Jahre 
− gesund, d.h. Erfüllung der Einschlusskriterien wie beim Screening festgestellt (medizini-
sche Anamnese, körperliche Untersuchung, EKG, Blut-/Urinanalyse) 
− schriftliche Einverständniserklärung der Probanden 
− Bodymassindex innerhalb des vorgegebenen Bereichs (BMI 18-27.5 kg/m2) 
− Sichere Methode der Kontrazeption (Versagerquote < 1%) 
 
Ausschlusskriterien waren: 
− Teilnahme an klinischen Studien innerhalb eines Zeitraumes von 4 Wochen vor Verabrei-
chung der Studienmedikation 
− Blutspende oder ähnlicher Blutverlust innerhalb von 2 Monaten vor Studienbeginn 
− Anamnestisch bekannte Überempfindlichkeit gegen das Prüfpräparat oder Arzneistoffe 
mit ähnlicher chemischer Struktur, z.B. Acetylsalicylsäure oder Salicylsäure, bzw. gegen 
einen der sonstigen Bestandteile des Prüfpräparats 
− Bekannte Überempfindlichkeit gegen andere Antirheumatika / Entzündungshemmer 
− Neigung zu Allergien 
− Vorliegendem Asthma-Bronchiale und spastischen Bronchitiden 
− Akuter gastrointestinaler Ulkus 
− Probanden, die in den letzten 2 Wochen vor Beginn der Studie regelmäßig Medikamente 
eingenommen haben 
− gleichzeitige Einnahme jeglicher Medikation (ausgenommen orale Kontrazeptiva) 
− Probanden mit klinisch relevant von der Norm abweichenden Laborwerten 
− Probanden, bei denen durch gastrointestinale Störungen die Resorption beeinträchtigt 
sein könnte 
− Schwangerschaft und Stillzeit 
− Probanden mit spezieller Diät (z.B. Veganer) 
− Hepatitis oder HIV-Infektion 






− Nikotin- oder Alkoholabusus 
− Probanden, denen die Möglichkeit fehlt, in ständigem Kontakt mit dem Prüfarzt zu stehen 
− unzureichende Kooperation mit dem klinischen Prüfer (z.B. Verdacht auf Non-
Compliance) 
− Vorliegen eines geistigen Zustandes, der es dem Betreffenden nicht möglich macht, das 
Wesen der Prüfung, deren Tragweite und möglichen Folgen zu verstehen  
 
Die medizinische Anamnese, körperliche Untersuchung, Blutabnahmen und EKG führten die 
zwei Prüfärzte der Studie durch, die Urinanalyse fand am Prüfzentrum, die Blutanalyse am 
Institut für Klinische Chemie des Universitätsklinikums Regensburg statt.  
Schwangere Frauen waren von der Studienteilnahme ausgeschlossen, was durch einen un-
mittelbar vorher durchgeführten Schwangerschaftstest gewährleistet wurde. Die Probanden 
wurden hinsichtlich des Ablaufs und des Risikos der klinischen Studie aufgeklärt (Pro-
bandeninformation in mündlicher und schriftlicher Form). 
Fünf Männer zwischen 21 und 28 Jahren (BMI 21,5 - 23,8) sowie fünf Frauen zwischen 22 
und 24 Jahren (BMI 20,1 - 24,8) nahmen an der Studie teil. Davon bekamen insgesamt vier 
Frauen und vier Männer die Prüfmedikation. Je ein männlicher und ein weiblicher Proband 
nahmen keine Prüfmedikation ein, aber an den standardisierten Mahlzeiten und den Blutab-
nahmen teil. 
Sponsor der klinischen Prüfung war Dr. Georg Mair (Neurologische Reha Intensiv, 
Bezirksklinikum Regensburg). Die anerkannte Prüfstelle am Lehrstuhl für Pharmakologie der 
Universität Regensburg unter der Leitung von Prof. Dr. Frieder Kees wurde als Prüfzentrum 
gewählt. Prof. Dr. Frank Schweda (Institut für Physiologie der Universität Regensburg) und 





Die Studie wurde innerhalb eines Tages (Kinetiktag) durchgeführt. Die Probanden erschie-
nen am Morgen des Kinetiktags nüchtern am Prüfzentrum. Alle Probanden bekamen eine 
Venenverweilkanüle in eine Armvene gelegt und ca. 7 ml Blut entnommen (Blutprobe 0). 
Daraufhin erfolgte die Applikation der Prüfmedikation (4 Tabletten Optovit Actiflex®) mit 250 
ml Wasser. Die nächsten Blutabnahmen schlossen sich nach 0,5; 1; 1,5; 2; 3; 4; 6; 8; 10 und 
12 Stunden an. Die Verweilkanüle wurde entfernt und eine zusätzliche Blutabnahme am 










Um störende Flavonoide, Catechol [173] und Catecholderivate (wie Hydroxytyrosol [175]) 
aus der Nahrung auszuschließen, erforderte die Studie einen strengen Diätplan. Dieser sah 
vor, ab Mittag des Vortages auf Obst und Gemüse jeglicher Art (auch Säfte), Schokolade, 
Vollkornprodukte, Nüsse, Sprossen, Kräuter, Kaffee, schwarzen Tee, Rotwein, Bier, Cola 
und Olivenöl zu verzichten. Des Weiteren wurden die Probanden gebeten, ab 22 Uhr des 
Vorabends vollständig auf Nahrung, Alkohol und Koffein zu verzichten. 
Die Mahlzeiten am Kinetiktag waren standardisiert und für alle Teilnehmer gleich. Zwei Stun-
den nach Studienstart fand das Frühstück statt. Dieses bestand aus Weißmehlhörnchen mit 
wahlweise Butter oder Rahmfrischkäse. Das standardisierte Mittagessen schloss sich 4,5 
Stunden nach Studienbeginn an und bestand aus hellen Nudeln mit einer Sahnesauce. Nach 
insgesamt 10 Stunden gab es Abendessen, welches aus Baguette mit Butter oder Rahm-
frischkäse bestand. Die Probanden wurden gebeten, bis zur Abnahme des 24 h-Werts nichts 
mehr zu essen und falls doch, auf trockenes Weißmehlbrot zurückzugreifen.  




7.3.2.4 Blutentnahme und Serumgewinnung 
 
Am Kinetiktag bekam jeder Proband eine Venenverweilkanüle gelegt  (Vasofix® Braunüle®, 
B. Braun Melsungen AG, Melsungen, Deutschland). Hieraus wurden die ersten elf Blutab-
nahmen vorgenommen und zwischen den Abnahmen die Verweilkanüle mit einem Mandrin 
(Vasofix® Mandrin, B. Braun Melsungen AG, Melsungen, Deutschland) verschlossen. Nach 
Abnahme des 12-Stunden-Wertes wurde die Verweilkanüle wieder entfernt und der 24-
Stunden-Wert nur durch einmalige Venenpunktion entnommen. Der Blutabnahme von je ca. 
7 ml in S-Monovetten 7,5 ml (Sarstedt AG u. Co., Nümbrecht, Deutschland) folgte direkt eine 
20-minütige Zentrifugation (Heraeus Megafuge 1.0 R Sepatech, Thermo scientific, Langen-
selbold, Deutschland) bei 4000 U/Min des Vollblutes. Danach konnte das Serum abdekan-








7.3.3 Analytik der Serumproben 
 
 
7.3.3.1 Aufarbeitung und Extraktion 
 
Vor jeder weiteren Verwendung wurden die Serumproben nach dem Auftauen noch einmal 
kurz zentrifugiert (4000 U/min, 5 Min). 
 
 
7.3.3.1.1 Enzymatische Aufarbeitung und Extraktion der Serumproben 
 
1. Versetzen mit Enzymen: 
90 Teile jeder Serumprobe wurden in ein 1,5 ml Eppendorf-Gefäß gegeben und mit 
100 U Sulfatase (1 U/µl insgesamt) und 10 Teilen 2 M Na-Acetatpuffer pH 4,7 (exakte 
pH-Einstellung des Puffers mit Eisessig) versetzt. Direkt vor der Zugabe zum Serum 




Nach kurzem Zentrifugieren und Vortexen wurde dieses Gemisch eine Stunde bei 37 
°C und 5% CO2 inkubiert. 
 
3. Fällung der Proteine und Extraktion: 
Nach Inkubation wurden die Proben 1:1 mit eiskalter interner-Standard-Lösung (18 
µM Methylcatechollösung in Methanol) versetzt, 5 Minuten bei der Einstellung 4,5 
(Vortexer mit Aufsatz für Eppendorf-Gefäße) geschüttelt, daraufhin 30 Minuten bei 
14000 U/min (4 °C) zentrifugiert und der Überstand 60 Minuten über Nanosep-Filter 
filtriert. Dieses Filtrat wurde mittels HPLC-DAD vermessen. 
 
 
7.3.3.1.2 Nicht-enzymatische Aufarbeitung und Extraktion der Serumproben 
 
Ein kleiner Teil der Serumproben wurde außerdem ohne Enzyme aufgearbeitet. Diese Auf-
arbeitung lief prinzipiell wie bei der enzymatischen ab, allerdings wurden die Proben nur mit 






beschrieben verfahren. Diese Proben wurden ebenso mit einem hochauflösenden Massen-
detektor massenspektrometrisch untersucht (Detektor s. Tab. 7.3.3.6-1).  
 
 
7.3.3.1.3 Partielle enzymatische Aufarbeitung und Extraktion der Serumproben 
 
Ein kleiner Teil der Serumproben wurde jeweils nur mit Sulfatase oder nur mit β-
Glucuronidase versetzt. Diese Aufarbeitung lief prinzipiell wie bei der vollenzymatischen ab, 
allerdings wurden die 90 Teile Serumprobe entweder mit 10 U/µl β-Glucuronidasen in 10 
Teilen L-Ascorbinsäure-haltigem Puffer gelöst oder mit 1 U/µl Sulfatasen zusammen mit 10 
Teilen L-Ascorbinsäure-haltigem Puffer versetzt. Daraufhin wurde wie in 7.3.3.1.1 beschrie-
ben weiter verfahren. 
 
 
7.3.3.2 HPLC-Analytik der aufgearbeiteten Serumproben 
 
Der Serumaufarbeitung folgte die Analytik der erhaltenen Proben mittels analytischer HPLC. 
Die Bestandteile der Serumproben wurden zunächst auf einer 25 cm langen RP18-Säule mit 
einem sauren, wässrigen-methanolisch Fließmittelsystem getrennt und nachfolgend das ab-
getrennte Catechol bei 275 nm, bzw. Salicylsäure bei 301 nm mit einem Dioden-Array-
Detektor detektiert. Durch Injektion von Referenzsubstanzen (gelöst in Matrix) wie das in 
Kapitel 5 synthetisierte Catecholglucuronid sowie Salicylursäure und Gentisinsäure wurde 
das Auftreten dieser Verbindungen in den Serumproben durch Analyse der erhaltenen 







Tab. 7.3.3.2: HPLC-Bedingungen der Serumprobenanalytik (HPLC-System siehe Kap.2 unter Tab. 2.3.2.3). 
Fliemittel 
 
Fließmittel A H2O (Millipore) mit 0,1% H3PO4 (p.A., 85%, Merck, Darmstadt, Deutschland) 
Fließmittel B Methanol (Lichrosolv®, Merck, Darmstadt, Deutschland) 
Gradient 
 
Min Fließmittelzusammensetzung [%B in A] 
0 – 18 5%  6,8%  
18 – 40 6,8%  20%  
40 – 50  20%  60%  
50 – 55 60%  
55 – 65 60%  5%  
65 –70 5%  
Einstellungen  
Temperatur Autosampler 4 °C 
Temperatur Säulenofen 40 °C 
Fließgeschwindigkeit 1 ml/min 















In den analysierten Serumproben wurden Catechol und Salicylsäure mit Hilfe eines internen 
Standards (IS, Methylcatechol) quantifiziert. Zwei vorher in Matrix aufgenommene Kalibrier-
geraden (n = 6) von Catechol (7 Punkt-Kalibrierung) und Salicylsäure (8 Punkt-Kalibrierung) 
inklusive des internen Standards lieferten zwei Geradengleichungen. Die Quantifizierung in 
den aufgearbeiteten Serumproben erfolgte durch das Dividieren der Fläche des Catechol-, 
bzw. des Salicylsäurepeaks durch den Peak des zugesetzten Methylcatechols (IS) und nach-
folgender Berechnung anhand der Geradengleichung aus der Kalibrierung. Da die Serum-
proben während der Aufarbeitung 1:2,222 verdünnt worden sind, wurden die ermittelten 
Konzentrationen mit diesem Faktor nachher noch multipliziert, um die tatsächlichen Serum-
konzentrationen zu bestimmen.  
 
 
7.3.3.3.1 Matrixherstellung für die Kalibrierung 
 
90 Teile eines Blank-Serums wurden mit 10 Teilen 2 M Na-Acetatpuffer pH 4,7 versetzt, der 
10 mg/ml L-Ascorbinsäure enthielt. Durchführung der Proteinfällung mit reinem eiskaltem 






7.3.3.3.2 Herstellung der Kalibrierlösungen 
 
Zu 90 Teilen der Matrix wurden 10 Teile einer entsprechenden Catechol/Salicylsäure/Methyl-
catechol-Verdünnung (in Methanol) gegeben. Die Endkonzentration des internen Standards 
betrug immer 9 µM, indem die Verdünnungsreihen von Catechol und Salicylsäure mit einer 
90 µM Methylcatechollösung als Lösungsmittel durchgeführt und zuletzt 1:10 mit der Matrix 
verdünnt wurden. Die Kalibriergeraden bestanden bei Catechol aus 7 Punkten zwischen 0,75 
und 10 µM, bei Salicylsäure aus 8 Punkten zwischen 0,25 und 20 µM. Jede Kalibrierung 
wurde sechsmal aus jeweils unterschiedlichen Einwaagen durchgeführt. Die Kalibriergera-









Für Catechol und Salicylsäure wurden jeweils 6 Kalibriergeraden mit 7, bzw. 8 Punkten auf-
genommen. Die endgültigen Kalibriergeraden ergaben sich aus den Mittelwerten der 6 Ge-





Es wurden 10 Teile einer methanolischen Catechol/Salicylsäurelösung und 10 Teile eines L-
Ascorbinsäure-haltigen Puffers (siehe 7.3.3.1.1 Punkt 1) zu 80 Teilen eines Blank-Serums 
(Serum, das ohne vorherige Prüfmedikationseinnahme gewonnen wurde) gegeben und eine 
Stunde inkubiert (37 °C, 5% CO2). Für die Proteinfällung wurde eiskalte IS-Lösung (18 µM) 
verwendet, die Aufarbeitung verlief wie in 7.3.3.1.1 unter Punkt 3 beschrieben.  
Durch die Bestimmung der Peakflächen mittels HPLC-DAD von Catechol und Salicylsäure 
und die Berechnung mit Hilfe der Kalibriergeraden ohne Betrachtung des internen Stan-
dards, konnten die Konzentrationen bestimmt werden. Diese wurden zu der theoretischen 






Im Fall von Methylcatechol wurde die in den Wiederfindungsversuchen ermittelte Peakfläche 
im Vergleich zu den Mittelwerten der Peakfläche aus den Kalibriergeraden betrachtet und 
daraus die prozentuale Wiederfindung berechnet. 
Die Wiederfindungsversuche erfolgten bei Catechol in den Konzentrationen 2, 8, 16 und 20 
µM, bei Salicylsäure in 2, 10 und 20 µM und bei Methylcatechol in 9 µM, jeweils n = 5.  
 
 
7.3.3.4.3 Detektions- und Quantifizierungsgrenze 
 
Für die Ermittlung des jeweiligen Detektions- (LOD) und Quantifizierungslimits (LOQ) wurden 
Catechol- und Salicylsäurelösungen in Matrix soweit verdünnt, dass nur noch ein Signal-
Rausch-Verhältnis von 3:1 für die Bestimmung des LOD, bzw. ein Signal-Rausch-Verhältnis 
von 10:1 für die Bestimmung des LOQ erreicht wurde. Dies wurde für jeden Analyten 





Die Präzision des HPLC-Gerätes innerhalb eines Tages („intra-day precision“) wurde durch 
fünfmalige Injektion derselben Catechol/Methylcatechol-Lösung (4 µM/ 9 µM) in Matrix an 
einem Tag, die Präzision des Gerätes an unterschiedlichen Tagen („inter-day precision“) 
durch jeweils einmalige Injektion an fünf unterschiedlichen Tagen ermittelt. Sie errechnet 
sich aus der prozentualen Standardabweichung der einzelnen ermittelten Catecholkonzent-





Die Selektivität der in 7.3.3.2 vorgestellten HPLC-Methode wurde durch Analyse des DAD-
Chromatogramms bei 275 nm für Catechol und 301 nm für Salicylsäure beurteilt. In den Be-









7.3.3.5 Pharmakokinetische Parameter 
 
Für die nicht-kompartimentelle Berechnung der pharmakokinetischen Parameter wurde das 
Programm WinNonlin 6.3 der Firma Pharsight, St. Louis, USA verwendet. Cmax und tmax wur-
den direkt aus den Serum-Konzentrations-Kurven entnommen. Die Eliminationskonstante Żz 
wurde aus dem abfallenden Teil der Serum-Konzentrations-Kurven durch log-lineare Re-
gression ermittelt. Die terminale Eliminationshalbwertszeit errechnete sich nach t1/2 = ln 2 * 
Żz
-1
. Die Fläche unter der Konzentrations-Zeit-Kurve (AUC) bis zum letzten bestimmten Zeit-
punkt (AUC0-t) wurde nach der Trapezregel berechnet. AUC von Null bis unendlich wurde 
nach der Formel AUC0-∞ = AUC0-t + Clast * Żz-1 bestimmt.  
Die Berechnung der pharmakokinetischen Parameter erfolgte durch Dr. Martin Kees, Klinik 
für Anästhesiologie und operative Intensivmedizin der Charité, Berlin.  
 
 
7.3.3.6 Verwendete Geräte, Chemikalien und Verbrauchsmaterialien in Kapitel 7.3.3 
 
Tab 7.3.3.6.-1: Verwendete Geräte in Kapitel 7.3.3. 
Funktion Name Hersteller 
Schüttler Ika Vortex Genius 3 Ika-Werke GmbH und Co. KG, Staufen, Deutsch-
land 
Tischzentrifuge Spectrafuge Mini Labnet internation, Edison, USA 
Inkubator 
 New Brunswick Scientific, Edison, USA 
Zentrifuge BR4i multifunction Jouan industries SAS, St. Nazaire, Frankreich 
pH-Meter InoLab pH Level 1 WTW Wissenschaftlich-Technische Werkstätten 
GmbH, Weilheim, Deutschland 
Massenspektrometrischer 
Detektor 
Agilent Q-TOF 6540 UHD mit 
Masshunter B.05.00 - Software 
Agilent Technologies, Waldbronn, Deutschland 
 
Tab. 7.3.3.6-2: Verwendete Chemikalien/Verbrauchsmaterialien in Kapitel 7.3.3. 
Name Qualität Hersteller 
L-Ascorbinsäure 99% Sigma-Aldrich, Steinheim, Deutschland 
Essigsäure p.A. (Eisessig) p.A. Merck, Darmstadt, Deutschland 
Na-Acetat p.A. Merck, Darmstadt, Deutschland 
Sulfatase from Helix po-
matia Type H-1 
22400 U/g Sigma-Aldrich, Steinheim, Deutschland 
β-Glucuronidase from bo-
vine liver Type B-10  
10100 U/mg Sigma-Aldrich, Steinheim, Deutschland 
 
4-Methylcatechol ≥ 95% Fluka, Buchs, Schweiz 
Catechol ≥ 99% Sigma-Aldrich, Steinheim, Deutschland 
Salicylsäure ≥ 99% Sigma-Aldrich, Steinheim, Deutschland 
Gentisinsäure ≥ 98% Sigma-Aldrich, Steinheim, Deutschland 
Salicylursäure ≥ 96% Sigma-Aldrich, Steinheim, Deutschland 
Methanol Lichrosolv® HPLC-Qualität Merck, Darmstadt, Deutschland 
Nanosep-Filter 30 kDa Ausschlussgröße Pall GmbH, Dreieich, Deutschland 
Eppendorf-Gefäße 
Eppendorf Safe-Lock 1,5 ml 
Eppendorf AG, Wesseling-Berzdorf, Deutschland 
 





8. Zusammenfassung und Ausblick 
 
 
In klinischen Studien sowie in verschiedenen Tiermodellen wurde die analgetische Wirksam-
keit und die entzündungshemmende Wirkung von Weidenrindenextrakten gezeigt. Pharma-
kokinetische Studien belegten allerdings, dass für diese Wirkung nicht allein die aus den Sa-
licylalkoholderivaten entstehende Salicylsäure verantwortlich gemacht werden kann. In die-
ser Arbeit sollten die Wirkungen der Salicylalkoholderivate in der Weidenrinde in Abgrenzung 
zur Salicylsäure genauer untersucht werden, um gegebenenfalls neue Wirkprinzipien der 
Droge zu entdecken. 
Eine bioaktivitätsgeleitete Fraktionierung eines 70% ethanolischen Weidenrindenextraktes 
mit dem ICAM-1 Assay als anti-inflammatorisches Zellmodell, führte zu der Isolierung der 
zwei Salicylalkoholderivate Salicortin und Tremulacin. Die Strukturaufklärung erfolgte mittels 
zweidimensionaler NMR-Experimente. Bei diesen beiden Salicinderivaten handelte es sich 
um Strukturen mit einer 1-Hydroxy-6-oxo-2-cyclohexencarbonsäureester-Partialstruktur. Sie 
zeigten im ICAM-1 Assay eine dosisabhängige Hemmung der TNF-α induzierten ICAM-1-
Expression. Damit wirkten sie in vitro entzündungshemmend. Allerdings ließ sich durch Sta-
bilitätsuntersuchungen unter Assay-Bedingungen nachweisen, dass diese Wirkung nicht auf 
die Substanzen selbst, sondern auf ihr Abbauprodukt Catechol zurückzuführen war. Sowohl 
Salicortin als auch Tremulacin wurden unter Assay-Bedingungen fast vollständig abgebaut. 
Catechol wurde als Abbauprodukt dieser Substanzen mit einer 1-Hydroxy-6-oxo-2-
cyclohexencarbonsäureester-Partialstruktur, welche Grundvoraussetzung für die Bildung von 
Catechol ist, quantifiziert. Das Ausmaß der Aktivität im Assay und damit der entzündungs-
hemmenden Wirkung korrelierte mit dem Abbau zu Catechol. Zukünftig könnten noch weite-
re Strukturen mit einer 1-Hydroxy-6-oxo-2-cyclohexencarbonsäureester-Partialstruktur wie 
Acetylsalicortin aus dem Weidenrindenextrakt isoliert sowie ihre pharmakologische Aktivität 
und ihre Stabilität untersucht werden.  
Im Rahmen der bioaktivitätsgeleiteten Fraktionierung wurde außerdem eine schnelle und 
einfache Methode zur Quantifizierung der Flavonoide in dem untersuchten Weidenrindenex-
trakt und seinen Fraktionen per HPLC-DAD entwickelt.   
Die in vivo Relevanz des in vitro Abbaus von Salicylalkoholderivaten mit einer 1-Hydroxy-6-
oxo-2-cyclohexencarbonsäureester-Partialstruktur zu Catechol wurde daraufhin mit Salicortin 
als Modellsubstanz überprüft. Nach oraler Gabe von 100 mg/kg KG Salicortin in Wistar-
Ratten wurden sowohl Salicylsäure (tmax = 4,0 h; cmax = 10,9 µM; AUC0-8h = 54,4 µM∙h) als 
auch Catechol (tmax = 0,5 h; cmax = 13,0 µM; AUC0-8h = 35,4 µM∙h) als Metabolite von Salicortin 
in den enzymatisch aufgearbeiteten Seren der Tiere über einen Zeitraum von acht Stunden 





detektiert. Catechol wurde im Messbereich der HPLC-DAD nicht als freies Molekül gefunden. 
Es zeigte sich, dass Catechol nur in konjugierter Form als Phase-II-Metabolit im Serum der 
Tiere zu finden war. Hierbei lag es hauptsächlich als Sulfat und nur zu einem sehr geringen 
Teil als Glucuronid vor. Weitere in vivo Studien zur Pharmakokinetik von Salicortin, bzw. Ca-
techol mit mehr Tieren (bzw. mit Tieren, bei denen eine Verweilkanüle gelegt werden kann) 
und über einen längeren Zeitraum könnten noch eindeutigere pharmakokinetische Parame-
ter zu Catechol liefern.   
Es wurde außerdem eine pharmakokinetischen Studie beim BfArM und der zuständigen 
Ethikkommission beantragt. Nach Genehmigung und zustimmender Bewertung der Instituti-
onen, wurde in der Studie über 24 Stunden untersucht, ob Catechol nach Einnahme eines 
standardisierten Weidenrindenextraktes (entsprach 240 mg Gesamtsalicin) von gesunden 
Freiwilligen im Serum dieser Probanden zu finden war. Eine enzymatische Aufarbeitungs- 
und Quantifizierungsmethode für die HPLC-DAD von Catechol und Salicylsäure aus 
menschlichem Serum wurde entwickelt und validiert. Diese Methode wurde ebenfalls für die 
Auswertung der oben genannten Rattenseren übernommen, da die Selektivität und die Wie-
derfindung aus beiden Matrices sehr gut vergleichbar waren. Catechol (tmax = 1,2 h; cmax = 
13,3 µM; t1/2 = 2,5 h; AUC0-∞ = 60,8 µM∙h) und Salicylsäure (tmax = 2,7 h; cmax = 24,5 µM; t1/2 = 
2,4 h; AUC0-∞ = 127,8 µM∙h) wurden in den enzymatisch aufgearbeiteten Seren der Proban-
den quantifiziert. Auch hier wurde Catechol nur als Konjugat, hauptsächlich als Sulfat und 
nur in äußerst geringen Mengen als Glucuronid detektiert.  
Beide in vivo Studien zeigten erstmalig, dass Catechol sowohl im Tier als auch im Mensch 
ein Abbauprodukt und Metabolit von Salicylalkoholderivaten mit einer 1-Hydroxy-6-oxo-2-
cyclohexencarbonsäureester-Partialstruktur ist. Für Catechol wurden in verschiedenen in 
vitro Modellen entzündungshemmende Eigenschaften beschrieben. Damit kann Catechol als 
ein neues Wirkprinzip der Weidenrinde angesehen werden.  
Der entzündungshemmende Einfluss von Catechol gegenüber Salicylsäure als Metabolit von 
Salicortin wurde in Ratten durch die perorale Gabe von Salicortin im Vergleich zu äquimola-
ren Mengen Salicin untersucht. Der Einfluss auf die Expression verschiedener proinflamma-
torischer Zytokine sowie Marker des oxidativen Stresses wurde in der Carrageen-induzierten 
Entzündung im „Six-day old air pouch Modell“ untersucht. Der zusätzliche Effekt von Cate-
chol zur Salicylsäure war am deutlichsten bei der Hemmung der Myeloperoxidase-Aktivität 
im Exsudat, ein Marker des oxidativen Stresses. Außerdem wurde die Expression des Zyto-
kins Interleukin 6 im Exsudat durch die Applikation von Salicortin stärker gehemmt als durch 
Salicin. Bei allen weiteren quantifizierten Entzündungsmediatoren konnte keine Überlegen-
heit von Catechol festgestellt werden. Salicin konnte stärker als Salicortin die Expression von 
TNF-α sowohl im Exsudat als auch im Plasma reduzieren. Weitere Untersuchungen mit mehr 
Tieren pro Gruppe und zusätzliche Quantifizierung anderer Entzündungsparameter wie die 





Leukozyten im Exsudat könnten im gleichen Versuchsregime mehr Aufschluss über die Wir-
kungen von Catechol in Abgrenzung zur Salicylsäure liefern.  
Ein Phase-II-Metabolit von Catechol, das Catecholglucuronid, wurde synthetisiert und in vitro 
im ICAM-1 Assay auf seine potentiell entzündungshemmenden Eigenschaften getestet. Er 
zeigte keine Aktivität. In zukünftigen Studien müsste der eigentliche Haupt-Phase-II-
Metabolit, das Catecholsulfat, synthetisiert und auf seine antiinflammatorischen Eigenschaf-
ten getestet werden. Ferner könnte der Einfluss von peripher wirksamen dekonjugierenden 
Enzymen auf die pharmakologische Wirkung der Phase-II-Metabolite untersucht werden.  
Die vorliegende Arbeit zeigt, dass Catechol als Metabolit bestimmter Salicylalkoholderivate 
ein zusätzliches entzündungshemmendes Prinzip der Weidenrinde darstellt. Der Kern dieser 
Ergebnisfindung lag in der Stabilitätskontrolle des Salicortins unter ICAM-1-Assay-
Bedingungen. Ohne diese Stabilitätsuntersuchung wäre Salicortin und nicht sein Abbaupro-
dukt Catechol als die aktive Substanz im untersuchten Entzündungsmodell identifiziert wor-
den. Sie führte zudem zu der Frage, ob dieser in vitro Befund auch in vivo eine Relevanz hat 
und lieferte letztendlich das Ergebnis, dass Catechol ein Metabolit der beschriebenen Sali-
cinderivate in der Weidenrinde ist. Damit leistete die vorliegende Arbeit einen Beitrag zur 














Abb   Abbildung 
AMG   Arzneimittelgesetz 
ASS   Acetylsalicylsäure 
AUC   Area under the curve (Fläche unter der Serum-Konzentrations-Kurve) 
BfArM   Bundesinstitut für Arzneimittel und Medizinprodukte 
BMI Body Mass Index (Körpergewicht [kg]/(Körpergröße [m])2) 
bzw beziehungsweise 
cmax höchste erreichte Wirkstoffkonzentration im Serum 
COSY Correlated Spectroscopy 
COX Cyclooxygenase 
DAD Dioden-Array-Detektor 
DC Dünnschichtchromatogramm, Dünnschichtchromatographie 
DEV Droge-Extrakt-Verhältnis 
DMARD Desease Modifying Antirheumatic Drugs 
DMSO Dimethylsulfoxid 
DNA Desoxyribonukleinsäure 
ECGM Endothelial Cell Growth Medium 
EDTA Ethylendiamintetraacetat 
EKG Elektrokardiogramm 
EMA European Medicines Agency = Europäische Arzneimittelagentur 
ESCOP European Scientific Cooperative on Phytotherapy 
ESI Elektrosprayionisierung 
EtOAc Ethylacetat 
EudraCT European Union Drug Regulating Authorities Clinical Trials 
FACS Durchflusscytometer (flourescence activated cell sorting) 
FDA Food and Drug Administration (Arzneimittelzulassungsbehörde USA) 
FITC Fluorescein-Isothiocyanat 
FSC Vorwärtsstreulicht 
GCP-V Verordnung über die Anwendung der guten klinischen Praxis bei der 
Durchführung von klinischen Prüfungen mit Arzneimitteln zur Anwen-
dung am Menschen  
GSH Glutathion 






HMEC-1 humane mikrovaskuläre Endothelzelllinie 1 
HMPC Committee on Herbal Medinicinal Products 
HPLC Hochleistungsflüssigkeitschromatographie 
HSQC Heteronuclear Single Quantum Coherence 
HUVEC human umbilical vein endothelial cells (menschliche Nabelschnur-
endothelzellen) 
IARC International Agency for Research on Cancer 
ICAM Interzelluläres Adhäsionsmolekül  
IκB Inhibitor of kappa B 
IL Interleukin 
IS interner Standard 
Keap Kelch like ECH associated Protein 
KG Körpergewicht 
LD50 Letale Dosis für 50% der Versuchstiere 
LOD Limit of Detection (Detektionsgrenze) 
LOQ Limit of Quantification (Quantifizierungsgrenze) 
LOX Lipoxygenase 
LPS Lipopolysaccharid 
LTB4 Leukotrien B4 
MDA Malondialdehyd 
MPO Myeloperoxidase 
MS massenspektrometrischer Detektor, Massenspektrometrie 
MTT 3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazoliumbromid 
MTX Methotrexat 
NAD(P)H  reduzierte Form von Nicotinamidadenindinukleotid(phosphat) 
NF-κB   nukleärer Faktor kappa B 
NMR Nuclear Magnetic Resonance Spectroscopy (Kernspinresonanzspek-
troskopie) 
NOESY Nuclear Overhauser Enhancement Spectroscopy 
Nrf2 Nuclear factor-erythroid 2-related factor 2 
NSAR nichtsteroidale Antirheumatika 
PBS Phosphatpuffer 
PGE2 Prostaglandin E2 
Ph. Eur. Europäisches Arzneibuch 
RA rheumatoide Arthritis 







ROS reaktive Sauerstoffspezies 
RP18 Reversed Phase (Kieselgel mit Seitenketten aus 18 Kohlenstoffato-
men) 
SDS   Natriumdodecylsulfat 
SSC   Seitwärtsstreulicht 
StabW   Standardabweichung 
t1/2   Halbwertszeit 
TFA   Trifluoressigsäure 
THF   Tetrahydrofuran 
tmax   Zeitpunkt der höchsten Wirkstoffkonzentration im Serum 
TNF-α Tumornekrosefaktor alpha 
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